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risk  factors  for cardiovascular disease2‐4. These  studies were performed after he and 
his  coworkers  observed  a  geographical  association  between  the  rates  of  neonatal 
death and  later death from coronary heart disease  in 1366 different areas of England 
and Wales5. As  these parallels did not  seem  to be explained by differences  in  social 
conditions, diet or  smoking, and because neonatal mortality was  strongly associated 
with low birth weight at the time the data were collected, it was hypothesized that the 
association  reflected an effect of  low birth weight and  therefore originated  in utero. 
Barker’s observations were  replicated  all over  the world,  in men  and women,  for  a 
wide variety of clinical cardiovascular end points ever since6‐8. 
There  are  several  mechanisms  aiming  to  explain  the  fetal  origins  hypothesis 
biologically. There are, however,  two overarching and related concepts  that apply  to 
all mechanisms: developmental plasticity and  the developmental mismatch. The  first 
concept  constitutes  that  an  organism  is  able  to  adapt  to  its  environment  (to  be 
plastic)9.  Usually,  these  ‘predictive  adaptive  responses’  occur  during  critical  time 
windows,  after  which  they  are  irreversible.  When  organisms  are  subject  to 
developmental  plasticity  in  utero,  this  can  be  termed  ‘fetal  programming’.  A 
discrepancy  (mismatch,  the  second  concept)  between  an  anticipated  environment 
(based on in utero conditions) and the actual (postnatal) environment may give rise to 
disease10. One can think of this metaphorically as a Polar bear being born on a tropical 
island.  A  striking  real‐life  example  is  the  water  flea  Daphnia.  When  mothers  are 
exposed  to  predators,  their  offspring  are  born  with  defensive  ‘helmets’11.  If  the 
postnatal environment however does not  contain predators,  the  ‘helmet‐fleas’ have 
reduced competitive  success  relative  to  ‘non‐helmet‐fleas’. Focused on  this  thesis,  it 
has been suggested that a poor fetal environment (meaning a bad nutrient and oxygen 
supply) prepares  the  fetus  for an environment  in which nutrients will be scarce. This 
has  been  termed  a  ‘thrifty  phenotype’  since  the  fetus  has  to  be  thrifty  in  utero  to 
survive until birth12. When this fetus, however,  is born  into our current  industrialized 
society with abundant nutrient availability  it  is a clear disadvantage  to,  for example, 
store as much nutrients as possible as  fat. As a  result  fetal programming becomes a 
disadvantage on the long term. It should however be noted that, from an evolutionary 
point of view, attaining the reproductive age is more important than health at an older 
age. Many  organs  and  systems  have  been  proposed  to  be  involved  in  intrauterine 
programming  of  cardiovascular  disease.  These  include  the  stress  responses 
(hypothalamus‐pituitary‐adrenal  axis)13,  a  congenital  nephron  deficit14,  appetite 
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hormones15  and,  of  importance  for  this  thesis,  the  endothelium16‐18.  An  extensive 
review on possible mechanisms is provided by McMillen and Robinson19. 
Regardless of the systems or organs  involved  in programming, there  is the  important 
issue  of  ‘nature  versus  nurture’  or  ‘genes  versus  environment’.  In  the  association 
between birth weight and  later cardiovascular disease,  there may be a predominant 
role  for  environmental  factors,  such  as  the  fetal  oxygen  and  nutrient  supply. As  an 
alternative  to  an  exclusive  effect of  intrauterine  environment,  it was proposed  that 
there  is one  (insulin‐resistant) genotype  that could be responsible  for both  low birth 
weight and  later cardiovascular disease20.  Insulin  is an  important  intrauterine growth 
factor and insulin resistance is a major risk factor for cardiovascular disease, but other 
genotypes may also be involved. For example, by use of twins as a study population, it 
has been shown  that common genetic  factors are  likely  to exist  for birth weight and 
hypertension, and  that  this association may be mediated by sympathetic activity21,22. 
While one can be sure that,  in reality, all diseases are the result of both genetic and 
environmental  factors  (and/ or the  interaction between the two)23,  it  is  important to 
study which of the two is of primary importance. This can be stated from an academic 
point of view, as well as in terms of possible interventions. In current clinical practice, 
it  is  not  possible  to  intervene  in  a  (future)  patient’s  genotype,  but  it  is  possible  to 
intervene  in one’s environment.  In case of birth weight this could be the  intrauterine 
or  maternal  environment,  and  a  concrete  possible  intervention  could  be  to  alter 
maternal diet.  
2.  The developmental origins of health and disease 
The  concept of  fetal origins of adult disease described above has been extended  to 
also  involve postnatal  life24,25. The  concept  that early  life  factors  in  the broad  sense 
impact  on  later  health  is  termed  ‘developmental  origins  of  health  and  disease’  or 
DOHaD. The ‘popularity’ of DOHaD is illustrated by the initiation of a scientific journal, 






risk  factors  for  cardiovascular  disease,  such  as  cholesterol  levels,  risk  for  type  2 
diabetes, hypertension, endothelial function and possibly obesity, far after the children 
were  weaned29‐32.  However,  due  to  ethical  randomization  problems  strong  causal 
evidence  for  a  beneficial  effect  of  breast‐feeding  is  scarce.  No  more  than  two 






low  birth  weight  per  se,  but  the  subsequent  accelerated  growth  has  long‐term 
detrimental  effects.  Because  low  birth  weight  and  accelerated  growth  are  highly 
correlated35,36,  this hypothesis was  in  line with  the existing evidence  that  linked  low 
birth weight  to  adult  disease. Many  studies  have  shown  that  accelerated  postnatal 
growth indeed has detrimental long‐term effects. Accelerated infant growth has been 




been  shown  that  certain  growth  periods  are more  critical  than  others.  In  the  best‐
known study on this topic, growth from 0‐3 months proved to be of pivotal importance 
for later cardiovascular risk profile38. Moreover, the search for a critical growth period 
goes beyond  infancy, as  childhood growth may also have  important effects on  later 
cardiovascular health42. On this topic there is a lack of studies investigating both infant 
and childhood growth in relation to later disease. However, when both growth periods 
were analyzed simultaneously,  it was shown  that  infant growth was more  important 
than  childhood  growth,  at  least  when  clustered  metabolic  risk  in  adolescence  is 




are  shared  genes  involved  in  both  postnatal  growth  and  adult  cardiovascular  risk 
profile, or whether there is a more important role for environmental factors. When the 
associations  prove  to  be mainly  under  environmental  control,  interventions  in  for 
example  infant  nutrition  to  target  growth may  be more  successful  in  the  primary 
prevention of cardiovascular disease than when genetic factors a of main importance.  
3.  Infant growth 
While one would expect a  tangible and general process  like postnatal growth  to be 
thoroughly studied, there is limited detailed information regarding factors affecting it. 
However,  it  is known that, among other  factors, birth weight, sex, parity, gestational 
age,  breast‐feeding,  maternal  smoking  during  pregnancy,  parental  heights  and 
socioeconomic  status  are  important44,45. As was  described  above  infant  growth  is  a 
potential  therapeutic  target  for  the  very  early  primary  prevention  of  cardiovascular 
disease.  If  one  is  interested  in modifying  early  growth,  a  detailed  description with 
regard to the factors determining it is important.  
Another way  to  look at growth  is  to wonder what  is normal.  Is  ‘accelerated’ growth 
relative  to  the  population  equivalent  to  accelerated  growth  on  an  individual  level? 
Also,  low birth weight babies may  remain  small  their entire  life, but  is  this normal? 
Finally,  and  returning  to  genetic  importance,  it  may  be  most  feasible  to  perform 
interventions  in growth when growth  is not under  (main)  control of genetic  factors, 
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the  relationships  between  birth  weight,  postnatal  growth  and  later  cardiovascular 











Twins  can  originate  in  two  different  ways:  the  first  (resulting  in  dizygotic  ‐DZ‐  or 
fraternal twins) is by the fertilization of two eggs (ova) by two different sperm cells, the 
second (resulting in monozygotic ‐MZ‐ or identical twins) is by splitting of one fertilized 
egg  (ovum).  In  the  first  case,  two  ova  ovulate  in  the  same  ovulatory  cycle. 
Alternatively, two zygotes are transferred to the uterus as part of assisted reproductive 
techniques. In fact, the above referenced increase in twinning rates can be attributed 
almost  entirely  to  DZ  twins,  as  94%  of  the  twins  born  after  assisted  reproductive 
techniques in the EFPTS was DZ. DZ twins always have two chorionic membranes and 
two  placentas,  which  can  be  separate,  connected  by  membranes,  or  fused.  On 
average,  these  twins  share 50% of  their genetic  information and, hence, are  just as 
alike as any pair of brothers and sisters. MZ twins occur after a split of one zygote and 




genetic  information  to a great extent. The exact  intrauterine  features of  this  type of 
twins depend on the moment of splitting of the zygote, the mechanism behind which 
is  unknown.  If  the  zygote  splits  in  the  first  3  days  after  fertilization,  it  is  still  early 







This  group  comprises  about  two  third  of  all MZ  twins.  The  last  type  of  twins  are 
monochorionic‐monoamniotic  twins  (about  2%  of  all MZ  twins), which  occur when 
splitting  takes place between day  8  and  1253. When,  in  a  rare  case,  splitting of  the 
zygote takes place after about day 12‐13, conjoined or Siamese twins are the result. 
The many  statistical  approaches  that  can  be  used  in  the  analysis  of  twin  data  are 
explained in detail in chapter 2.  
5.  Need for prospective data 
Many of  the  studies on  the developmental origins of health and disease  referenced 
above have been of observational nature, and most of these studies were performed 
retrospectively. This type of study is inexpensive, relatively easy to perform and able to 





are  featured  in multiple  chapters. With  regard  to  the  third  study, a growth  study  in 
more than 1000 children from the south of Limburg, more can be read in chapter 4. 
The East Flanders Prospective Twin Survey 
The EFPTS  (Figure 1.1)  is a population‐based prospective  study  that has  included all 
live‐born  twins  in  the  Belgian  province  of  East  Flanders  since  196451  and  has  some 
worldwide  distinctive  features.  For  example,  basic  perinatal  data  are  collected 
prospectively, chorionicity and zygosity are determined at birth and the EFPTS is based 
on  a  very  homogenous  Caucasian  population.  Especially  the  determination  of 
chorionicity  is a valuable asset of the EFPTS. For research purposes, and especially  in 
research  involving  birth  weight,  information  on  chorionicity  is  important. 
Monochorionic  twins  are  smaller  at  birth  and  their  intrauterine  environment  is 
generally considered to be less optimal than that of dichorionic twins55.  
Two different samples were used  in  the present  thesis. First, a sample was collected 
during the Leuven Longitudinal Twin Study (LLTS). The LLTS recruited participants from 
the EFPTS to study them from 10‐18 years of age56,57. Growth was monitored in detail, 






























The MUMC  study aimed  to  identify critical windows of  infant growth and,  secondly, 
aimed to  integrate analyses on birth weight, body composition and postnatal growth 
to assess  their  relative  importance. The primary outcome variable was endothelium‐




were  eligible  to  participate  in  the  study.  Exclusion  criteria were  perinatal  hypoxia, 
acidosis,  infection,  abnormal  genotype  and  abnormal  phenotype  (as  evaluated  by  a 
neonatologist). Transient asymptomatic hypoglycemia, phototherapy and prophylactic 
treatment with  antibiotics without  signs of  infection were  not  considered  exclusion 
criteria.  The  parents  of  a  total  of  104  newborns  gave  informed  consent  for  their 
children to participate  in our study. The average birth weight was 3187 grams, which 
corresponds to a standard deviation score of ‐0.35. The average gestational age was 39 
weeks  and  one  day.  44 were  boys, which was  42%  of  the  total  sample. Data were 
collected  on  many  anthropometric  features,  such  as  weight,  height  and  head 
circumference. Furthermore, several maternal characteristics were  recorded, such as 
the occurrence of gestational hypertension, gestational diabetes and smoking. Finally, 
social  and  familial  data were  recorded,  including  parental  education  levels  and  the 


























The  first  aim  was  to  assess  the  relative  importance  of  genetic  and  environmental 
factors  in the associations between early  life  factors and  later health.  In chapter 3, a 
twin sample was studied  to  investigate  this  in  the  relationship between birth weight 




The  second  aim  of  the  present  thesis  was  to  obtain more  detailed  knowledge  on 
normal infant growth, the factors affecting it, and the degree to which infant growth is 
influenced by genetic  factors. Chapter 4 aimed  to answer  the question what  can be 
considered normal  growth during  the  first  2  years of  life, using  a  sample of  infants 
from  the  south  of  The Netherlands.  The  factors  that  influence  infant  growth were 
identified  in  chapter 5. The degree  to which different windows of  infant growth are 
under  the  influence of genetic  factors  (the extent  to which growth  is heritable) was 
quantified in chapter 6.  
The final aim of this thesis was to study the association between  infant growth, body 




Chapter  1  provides  the  necessary  background  information  on  the  developmental 
origins of health and disease and on our study samples, while chapter 2 discusses the 
statistical  approaches  in  the  analysis  of  twin  data,  the measurement  of  endothelial 
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The  specific methods  applied  in  the  different  chapters  are  introduced within  those 
chapters.  However,  three  key  topics  (statistical  analysis  in  twins, measurement  of 




study  the  genetic  and  environmental  contributions  to  health  and  disease1,2, 
particularly  in the field of mental health. Although  it may not be 100% accurate3, the 
applied model  in  the  classical  twin  study  is  as  follows.  Since monozygotic  (MZ)  or 
identical twins share the exact same genetic information, any differences between the 
members of the pair must have arisen from differences in the environment. Dizygotic 
(DZ)  or  fraternal  twins  are,  on  average,  50%  identical with  respect  to  their  genetic 
constitution. While  this makes  them equally comparable as any pair of siblings,  they 
have the extra advantage of growing up in the same time period as their co‐twin and, 
in most studies, in the same families and environment. As we can assume that MZ and 




total observed phenotypic  variation  can be  attributed  to  genetic  variation. A  simple 
way  to  calculate  heritability  is  by  use  of  the  formula  developed  by  Douglas  Scott 
Falconer:  heritability  (%)  =  2  *  (MZ  correlation  ‐  DZ  correlation).  In  this  case 
‘correlation’  refers  to  the correlation between  twin 1 and  twin 2 within a  twin pair. 

















the  simplest approach,  twins  can be  treated as  ‘individuals’  in analyses  to  study  the 
relationship between a predictor variable and an outcome variable of  interest. In this 
way, no specific use  is made out of the  fact that the  individuals are member of twin 
pairs. However, data obtained  in the two members of a twin pair are still correlated. 
This  poses  a  problem,  as  parametric  statistical  techniques  such  as  linear  regression 






fitness  can  be  examined  in  more  detail  to  answer  the  research  question:  ‘Is  the 
association based on  shared  (maternal)  factors or on  individual  factors  (for example 
the fetal supply line)?’ This can be done by performing analyses within the twin pairs, 
hence taking advantage of the fact that the individuals are members of twin pairs6. For 
birth  weight,  separate  within‐twin‐pair  (using  the  individual  twin’s  birth  weight 
deviation  from  the  pair  mean  as  a  determinant)  and  between‐pair  regression 








line.  Of  course,  also  some  intermediate  results  can  occur,  with  more  nuanced 
interpretations6. This analysis was performed in chapter 3. 





independent  of  each  other.  If  an  observed  association  holds within  the  twins,  the 
importance of  individual  factors  is  supported7. A  similar  possibility  to  analyze  twins 
aims to find an answer to the question: ‘is an observed association based on genetic or 
on environmental  factors?’  It  involves breaking up  the analysis described above  into 
MZ and DZ analyses.  If an observed association using  the  twins as  ‘individuals’ holds 
within the MZ pairs, there are environmental influences on the association. This is true 
since a possible association  in MZ pairs  is  independent of genetic factors (since these 
are equal within the MZ pairs) and independent of shared environmental and parental 
factors  (since  the  pairs  experienced  the  same  environment  and  have  the  same 
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parents).  In DZ  twins,  the associations  insensitive  to  common environmental  factors 
























The vascular endothelium  is the  inner  layer of blood vessels.  It has a barrier function 
and  is  involved  in  many  different  processes,  such  as  leukocyte  adhesion.  The 






hence  the endothelium makes sure  that  the capacity  increases. Shear stress  initiates 
an  intra‐cellular cascade  in which NO  is formed out of L‐arginine, under the  influence 
of  endothelial  nitric  oxide  synthase  (eNOS)10. NO  diffuses  into  the  vascular  smooth 




general.  Endothelial  dysfunction  is  thought  to  occur  very  early  in  the  process  of 
atherosclerosis,  is  an  important  feature of hypertension  and may  even precede  the 
development  of  hypertension11‐13.  Similarly,  the  presence  of  coronary  endothelial 









the  same  eNOS  pathway  as  is  biologically  induced  by  shear  stress  (Figure  2.1). 
Importantly,  other  substances  including  prostanoids  and  endothelium‐derived 
hyperpolarization factor are also produced to contribute to vasodilatation in response 
to acetylcholine17. Of course, this diagnostic method cannot be used in clinical practice. 
An  intermediate  level  to measure  endothelial  function  is  the  level  of  the  conduit 
arteries, which  is  also  the main  site of  atherosclerosis. Measurement of  endothelial 
function  in  the  brachial  artery  (a  conduit  artery)  is  considered  a  good measure  of 
systemic endothelial function. Flow‐mediated dilatation (FMD) of the brachial artery is 
a widely used test to measure endothelial function. After occlusion of this artery, the 
sudden  increase  in blood  flow after release of  the cuff causes  increased shear stress 
and  thereby  endothelium‐mediated  vasodilatation.  This  vasodilatation  can  be 
quantified  by  ultrasonography18.  Endothelial  function  at  the  smallest  level  of  the 
vascular  tree,  the microvasculature, has also been  implicated  in  the development of 




















As our main outcome variable, we aimed  to quantify  the maximum perfusion of  the 
skin blood vessels in response to acetylcholine. To assure the obtained measurements 
would  actually  reflect  function  of  the  endothelium,  instead  of  a  response  to  the 
applied  technique or vasodilatation due  to other mechanisms, we also obtained  the 
maximum perfusion  in  response  to nitroprusside. Nitroprusside  is a direct NO donor 
and therefore  its effect does not rely on endothelial function21. We used single‐point 
laser‐Doppler  flowmetry  (Periflux  system,  Perimed  A.B.,  Sweden),  to  sample  the 






the  skin.  Because  the  drug  delivery  electrode  was  integrated  in  the  laser‐Doppler 
probe, the effect of the acetylcholine could be measured directly, locally, and without 



















We  created  cumulative  dose‐response  curves  to  reach  a  maximum  plateau  of 
perfusion in every participant. To obtain these maxima, for acetylcholine (1% solution, 




























Figure 2.3  Dose‐response curve  for acetylcholine. On  the y‐axis perfusion  is depicted  in perfusion units 





not clear whether obesity  is an  independent  risk  factor  for cardiovascular disease or 
that its importance can be fully attributed to its association with several physiological 
and metabolic  changes,  which  in  turn  increase  the  risk  for  cardiovascular  disease. 
These conditions include type 2 diabetes mellitus24, hypertension25 and dyslipidemia26. 
These  3  conditions  have  been  shown  to  relate  to  obesity,  already  in  childhood27. 
Importantly  for our  clinical  study  and  this  thesis, obesity  also  relates  to  endothelial 
function28‐30,  and  to  endothelium‐independent  vascular  function31  in  children.  One 




squared height  in meters) >30.  In children,  the generally accepted age at which BMI 





for‐length measures  throughout  the  study.  Importantly,  BMI  and  weight‐for‐length 
measures  both  aim  to  quantify  fat,  but  do  not  directly measure  fat.  Although  BMI 
correlates  well  with  directly  measured  fat  percentage33  in  older  children,  it  is  a 
surrogate measure, as is weight‐for‐length.  
We aimed to measure body fat directly using the deuterium dilution method, because 
of  its  acceptability  in  all  age  groups34.  We  have  attempted  to  perform  these 
measurements  at  the  respective  ages  of  0,  6  and  12 months,  but  these  data were 
unreliable:  extensive  spilling was  recorded,  or  the  parents  did  not  comply with  the 
instructions  in  a  considerable  percentage  of measurements.  At  the  age  of  2  years, 






FFM can be estimated  if  the  total amount of water  in  the body  (TBW)  is known. An 
assumption  for  use  of  the  hydration  constant  is  that  the  children  have  a  normal 
hydration of the FFM, which seems reasonable  in our healthy term study population. 
The deuterium dilution method  consists of  the measurement of deuterium oxide  in 
(blood,  saliva  or)  urine,  before  and  after  the  ingestion  of  a  known  amount  of 
deuterium oxide. Deuterium or ‘heavy hydrogen’  is a stable hydrogen  isotope, which, 
contrary  to hydrogen, carries a neutron  in  its nucleus  (hydrogen:  1H, deuterium:  2H). 
Deuterium oxide or deuterium‐labeled water  (‘heavy water’)  is  therefore  chemically 
written as  2H2O. We applied an adapted version of  the Maastricht protocol36, where 
the children ingested 25 ml of a 5% deuterium oxide solution (saturation of the original 
deuterium  oxide:  99.9%  atom  excess)  under  supervision  of  the  researchers,  after  a 
baseline urine sample was collected at home  first. Absorbent cotton wool  rolls were 
placed  in  the  children’s  diapers  by  their  parents  to  collect  the  urine  samples.  A 




evaporation: the ‘lightest’ water evaporates relatively easier), and  is  lowest  in people 
consuming water from melted snow36. In Maastricht, tap water contains 147.42 parts 
per million  (PPM) deuterium oxide  (L. Wouters, unpublished data). At  least six hours 
after  ingestion of  the deuterium,  to allow  for  full equilibration with  the body water, 
the  final  urine  sample  was  collected  at  home  by  the  parents  and  the  exact  time 
between ingestion of the deuterium oxide and collection of the sample was recorded. 




The  deuterium  oxide  solution  tastes  exactly  like  tap water  en was  ingested  by  the 
children  in pure  form or  after mixing with  the  child’s own drink. After drinking  the 
deuterium oxide container and  the bottle  the child drank  from were  rinsed with  tap 
water.  This  was  also  given  to  the  children  to  ensure  complete  ingestion  of  the 




to  an  overestimation  of  TBW.  The  obtained  samples  (baseline  and  enriched) were 
analyzed using isotope ratio mass spectrometry (Optima, Micromass United Kingdom). 
Dilution space was calculated using the difference in deuterium oxide concentration in 
the  two  samples. Dilution  space  can  be  converted  into  TBW  by  dividing  it  by  1.04, 
assuming a 4% exchange of the deuterium oxide with the non‐water compartment  in 
the body. TBW consists of water for 77% in 2‐year‐old boys and for 78% in 2‐year old 














the original  solution, before dilution  to about 5%  for  ingestion. Since concentrations 
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Adult  cardiorespiratory  fitness  and  muscle  strength  are  related  to  all‐cause  and 





yearly during adolescence  (10‐18 years)  in 114  twin pairs  in  the Leuven Longitudinal 




We  identified  linear associations between birth weight and adolescent vertical  jump 
(b=1.96  cm  per  kg  birth  weight,  P=0.02),  arm  pull  (b=1.85  kg  per  kg  birth  weight 
P=0.03)  and  flamingo  balance  (b=‐1.82  attempts  to  stand  one minute  per  kg  birth 
weight, P=0.03). Maximum oxygen uptake appeared  to have a U‐shaped association 
with birth weight  (the  smallest and  largest  children had  the  lowest uptake, P=0.01), 
but this association was no longer significant after adjustment for parental BMI. Using 
the individual twin’s deviation from his own twin pair’s average birth weight, we found 
positive  associations  between  birth  weight  and  adolescent  vertical  jump  (b=3.49, 






We  found  evidence  for  an  association  between  adolescent  physical  performance 
(strength, balance and possibly peak oxygen uptake) and birth weight. The associations 
with  vertical  jump  and  arm  pull  were  likely  based  on  individual, more  specifically 
placental  (in  the  case  of  vertical  jump)  factors.  Our  results  should  be  viewed  as 









addition, there  is considerable  interest  in the developmental origins of cardiovascular 
fitness, which is mainly focused on the association with birth weight6‐8. 
A  number  of  studies  suggest  a  positive  association  between  birth weight  and  later 
cardiorespiratory  fitness,  which  indicates  that  low  birth  weight  babies  may  be 
programmed to have impaired cardiorespiratory fitness in adulthood6‐8. In general, the 




abundantly  available.  Thus,  the positive  association between birth weight  and  adult 
cardiorespiratory  fitness  is  in  accordance with observations  that  low birth weight  is 
related to cardiovascular disease and  its risk factors  later  in  life10‐12. However, several 
studies  failed  to  show  an  association  between  birth  weight  and  cardiorespiratory 
fitness  later  in  life13‐15.  These  inconsistencies  are possibly  caused by methodological 




To  address  the  latter  issue  and  to  further  explore  the  developmental  origins  of 
cardiorespiratory  fitness,  twin  studies  may  be  a  useful  tool,  as  they  provide  the 
possibility  to  unravel  genetic  and  environmental  (both  fetoplacental  and maternal) 
influences on the possible associations. We define maternal factors as all non‐genetic 
maternal  influences on both members of a twin pair, such as body mass  index  (BMI) 
and smoking. In dizygotic (DZ) twins, maternal factors are identical, but genetic factors 




and  adult hand  grip  strength  (a marker of muscle  strength, which  is  also  related  to 
cardiovascular disease [16]) and found evidence for importance of genetic factors17.  
In  the  Leuven  Longitudinal  Twin  Study  (LLTS) we used  a  twin  sample  from  the  East 
Flanders  Prospective  Twin  Survey  (EFPTS),  in which we measured  cardiorespiratory 
fitness,  as well  as muscle  strength,  flexibility  and balance,  up  to  eight  times  during 
adolescence  (10‐18 years). We studied  the associations between  these variables and 







In a  longitudinal study carried out  from 1985‐1999  (Leuven Longitudinal Twin Study) 
114  twin pairs  and  their parents were  recruited  from  the  East  Flanders Prospective 
Twin  Survey  (EFPTS), which  is  a  population‐based  register  of  all  twins  born  in  the 
Belgian province of East Flanders since 196418. All families with twins reaching the age 
of 10 years had been contacted by letter and had been further informed by telephone 
calls or home visits. The  response  rate was approximately 40%. The  twins were  first 
invited around  the age of 10 years, and  followed yearly  to  the age of 16 years, with 
one  additional  measurement  at  18  years  of  age.  At  each  visit  anthropometric 
measurements were  taken, motor  performance was  assessed  by  the  Leuven Motor 
Test Battery and a maximum exercise test on a treadmill measured cardiorespiratory 








Our  primary  outcome  measure  was  peak  oxygen  uptake  (VO2peak,  measured  in 
ml/min/kg) as obtained by a maximal exercise  test on a  treadmill  (ELG2, Woodway, 
Waukesha, United States), according to the Bruce protocol19. Details of the test have 
been  described  previously20.  Only  results  obtained  at  a  heart  rate  >180  beats  per 
minute were used in the analyses.  
In  addition,  the  test  battery  included  measures  of  static  strength  (arm  pull,  in 







Body mass  was measured  to  the  nearest  0.1  kg  using  a  balance  scale  (SECA  709, 
Hamburg, Germany) with  subjects  in  underwear.  Standing  height was measured  on 
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bare  feet  using  a  Harpenden  stadiometer  (Holtain  Instruments,  Crymych,  United 
Kingdom) to the nearest millimeter.  
Perinatal characteristics 
Birth  weight,  gestational  age,  sex,  zygosity  and  chorionicity  were  collected 








smoking  status was  recorded  and  analyzed  in  three  groups:  current  smoker,  former 















2), which were  in  turn  clustered  in  twin  pairs  (level  3,  highest  level).  The  variance‐
covariance  structure  of  DZ,  MZDC  and  MZMC  twins  was  allowed  to  differ.  Three 
models were  constructed: 1) basic model, adjusted only  for  sex, age  (as  time point) 
and gestational age, 2) as model 1, but adjusted also for child‐specific factors: zygosity‐
chorionicity, smoking, physical activity, height and weight at  the  time of assessment, 









and  the  outcome  parameters,  separate within‐twin‐pair  (using  the  individual  twin’s 
birth  weight  deviation  from  the  pair  mean  as  a  determinant)  and  between‐pair 
regression  coefficients  (using  the average birth weight of  the pair as a determinant) 
were calculated.  
Twins as pairs 
To unravel genetic, maternal and placental  influences on  the associations,  the same‐
sex twins were studied as pairs using a two level random intercept model, which takes 
the longitudinal measurements within the same individuals into account. We analyzed 
the association between  intra‐pair difference  in birth weight and  intra‐pair difference 
in physical fitness for MZ and DZ twins separately. Since MZ twins share approximately 





average 50% of their genes and therefore  intra‐pair analysis  in DZ twins  is still partly 
confounded by genetic effects. The difference scores were calculated as first‐born twin 
minus  second‐born  twin  (this yields  the  same  results as subtracting  the  fastest  from 
the  slowest  growing  twin)23.  In  the within‐pair  analyses,  the  difference  in  smoking 
status was not included in the model, because this categorical variable would yield too 
many  possible  difference  scores  for  our  moderate  sample  size.  In  the  within‐pair 
analyses, shared variables were not included in the models. 




than DZ  twins at birth, but  they were also of  shorter gestational age. The MZ  twins 
were  slightly older  and  taller when  the  first measurement was performed  and  they 
smoked  less at the  last measurement. MZ twins performed slightly better on the sit‐
and‐reach  test  and on  the  shuttle  run  at  the  age of  10.5  years. Approximately  two 
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thirds of  the MZ  twins were monochorionic  (MC), while  the percentage of boys and 
girls in the MZ and DZ groups was approximately equal. 
 
Table 3.1  Twin characteristics at the start of the study.   MZ (n=94)  DZ (n=134) 
  n    n   
General characteristics         
   Age (years)  92 10.5 [10.3, 10.6] 126 10.4 [10.1, 10.5]** 
   Birth weight (grams)  94 2401 ± 509  134 2631 ± 465** 
   Gestational age (weeks)  92 37.0 [34.0, 38.0] 124 38.0 [37.0, 39.0]** 
   Monochorionic (n, %)  94 66 (70.2)  134 0 (0) 
   Male (n, %)  94 46 (48.9)  134 66 (49.3) 
Confounders         
   Smoking‐never (n, %)*  77 61 (79.2)  107 67 (62.6)** 
   Smoking‐former (n, %)*  77 6 (7.8)  107 7 (6.5) 
   Smoking‐current (n, %)*  77 10 (13.0)  107 33 (30.8) 
   Physical activty (hours per week)  80 1.3 [0.0. 3.0]  105 1.0 [0.0. 2.0] 
   Height (m)  94 1.42 [1.35, 1.45] 134 1.39 [1.36, 1.43]** 
   Weight (kg)  94 32.0 [28.0, 34.4] 134 31.0 [28.1, 34.6] 
   Maternal BMI  94 22.8 [21.4, 25.7] 126 24.2 [22.3, 26.4] 
   Paternal BMI  88 25.0 [23.4, 27.3] 112 25.0 [23.1, 26.1] 
Fitness parameters         
   V02 peak (ml/min/kg, only heart rate > 180 beats/ min)  72 48.9 ± 11.4  87  48.7 ± 10.5 
   Vertical jump (cm)  94 28.8 ± 4.7  132 28.2 ± 4.2 
   Arm pull (kg)  94 25.7 ± 4.3  132 24.7 ± 4.7 
   Standing long jump (cm)  94 157 [145, 168]  132 155 [142, 165] 
   Situps (n in 20 s)  94 13 [10, 14]  132 13 [10, 14] 
   Flamingo balance (n attempts to stand 1 minute)  94 16.6 ± 5.5  132 17.1 ± 6.5 
   Plate tapping test (n in 20 s)  94 63.9 ± 6.2  132 62.0 ± 8.2 
   Sit and reach test (cm)  94 22 [18, 26]  132 21 [15, 25]** 
   Lef lifts (n in 20 s)  94 15 [13, 16]  132 15 [12, 16] 
   Bent arm hang (s)  92 10.5 [5.9, 16.0]  132 8.6 [4.2, 16.1] 












related  to birth weight  in  the  fully adjusted model  (model 3). To  further explore  the 
unanticipated negative associations  in models 1 and 2, we extended  the analysis  to 
study  birth  weight  quartiles.  The  highest  birth  weight  quarter  was  used  as  the 
reference  category. We  identified  significant  differences  between  the  birth  weight 
quartiles  in models 1  and 2,  and  a  similar,  though non‐significant, data  structure  in 
model  3  (Figure  3.1).  The  data  in  Figure  3.1  represent  the  expected  peak  oxygen 
uptake  for a hypothetical average participant of  the  study  in a  specific quartile. The 
corresponding values for model 2 were: smallest quarter 48.2 ml/min/kg (P=0.36 from 
largest quarter), second quarter 50.1 ml/min/kg (P=0.01), third quarter 50.2 ml/min/kg 
(P=0.004)  and  the  largest quarter: 46.8 ml/min/kg, overall P=0.01.  For model 3,  the 
corresponding  values  were:  smallest  quarter  49.0  ml/min/kg  (P=0.52  from  largest 






  Model 1    Model 2    Model 3 
  n  b  P    n  b  P    n  b  P 
pV02 Peak (ml/min/kg)  108  ‐2.53  0.04    100  ‐2.74  0.04    85  ‐2.01  0.16 
Vertical jump (cm)  108  1.25  0.11    100  1.38  0.09    85  1.96  0.02 
Arm pull (kg)  108  3.44  0.0002    100  1.35  0.10    85  1.85  0.03 
Standing long jump (cm)  108  ‐0.26  0.92    100  ‐1.93  0.47    85  ‐0.76  0.79 
Situps (n in 20 s)  108  0.25  0.64    100  0.60  0.28    85  0.76  0.23 
Flamingo balance (n attempts to stand 1 minute)  108  ‐0.71  0.35    100  ‐1.36  0.08    85  ‐1.82  0.03 
Plate tapping test (n in 20 s)  108  1.55  0.16    100  0.76  0.50    85  1.59  0.18 
Sit and reach test (cm)  108  0.17  0.87    100  ‐0.96  0.37    85  ‐0.59  0.59 
Lef lifts (n in 20 s)  108  ‐0.74  0.04    100  ‐0.60  0.10    85  ‐0.24  0.55 
Bent arm hang (s)  108  ‐0.21  0.91    100  1.83  0.38    85  4.39  0.052 
Shuttle run (s)  108  0.12  0.54    100  0.03  0.89    85  ‐0.17  0.45 
Results were obtained by use of a three‐level random  intercept, random slope  (for time) model, Model 1: 
birth weight, gestational age, time point and sex. Model 2: model 1 + zygosity‐chorionicity, smoking, physical 




In  the  fully  adjusted models using birth weight  as  a  continuous  variable  adolescent 
vertical  jump  (b= 1.96 cm per kg birth weight, P=0.02), arm pull  (b=1.85 P=0.03) and 
flamingo  balance  (b=‐1.82,  P=0.03) were  related  to  birth weight.  In  all  three  cases, 
higher birth weight was associated with better performance, since performance on the 
flamingo  balance  is  better when  fewer  attempts  are  needed  to  complete  the  test 
(Table 3.2).  
When the twin pair’s average birth weight was used as the independent variable in the 




found  positive  associations  between  birth  weight  and  adolescent  vertical  jump 






















DZ  twins.  Several  associations were observed  in MZ  twins  in  the basic model: birth 
weight was positively related to vertical jump, arm pull, standing long jump, and plate 
tapping, while it was inversely related to flamingo balance and shuttle run (Table 3.4). 
One association  remained significant  in  the  fully adjusted model: Δ birth weight was 
associated with Δ vertical jump, in MZ twins only (b=2.63, P=0.009).  
Discussion 
In  the  present  prospective,  longitudinal,  twin  study we  found  that  the  lowest  and 
highest birth weight groups had the  lowest peak oxygen uptake  in adolescence (i.e. a 
U‐shaped association). However, after adjustment for parental BMI the effect size was 
attenuated  and  the  association was no  longer  significant. We hypothesized  a  lesser 
performance by children small at birth, but apparently also high birth weight children 
are  at  risk.  It  is  not  clear  what  the  exact mechanistic meaning  of  adjustment  for 
parental BMI  is. We speculate  that parental BMI may be a surrogate  for a sedentary 





the  accompanying  loss  of  15  twin  pairs, model  3  was  potentially  influenced  by  a 
statistical power problem.   
From the other variables studied not only static (arm pull) and explosive (vertical jump) 
strength  were  associated  with  birth  weight,  but  also  a more  complex measure  as 
balance appeared to be associated with birth weight. In all cases, low birth weight was 
associated  with  a  lesser  performance  in  adolescence,  thereby  supporting 
developmental  programming  by  low  birth weight.  Importantly, muscle  strength,  at 
least as measured by grip strength, is inversely related to cardiovascular and all‐cause 
mortality24,25. With regard to the strength variables our results are in accordance with 
the  literature26,27.  Furthermore,  there  is  prior  evidence  that  balance  is  positively 
related to birth weight in elderly men28.  
Furthermore, our  study  shows  that  the  association between birth weight  and  static 
and  explosive  strength  is  most  likely  due  to  individual  (genetic  or  fetoplacental) 
factors, as  the association was observed using  the  twin’s  individual deviation of  the 
pair’s mean birth weight. This means that having a  lower birth weight than one’s co‐
twin results  in  lower adult strength than one’s co‐twin and hence this cannot be the 
result of a  shared  factor. This  result  is  contrary  to  the only other  study  in  this  field, 




of  fetoplacental  factors,  as  can  be  inferred  from  the  fact  that  we  observed  the 





that  fetal  adaptations  (plasticity)  are  partly made  based  on  placental  function.  For 
example,  placental  inefficiency was  shown  to  relate  to  childhood  blood  pressure30. 
Altogether, our data are supportive of preventive strategies during pregnancy, such as 
prevention  of maternal  smoking  and  promotion  of  healthy maternal  diet  and  body 






singletons,  and  their  prenatal  environment  is  different  from  that  of  singletons33. 
Second, our study represents a simplification of reality, because we treat MZ twins as 




in MZ  twins34. However, we did not  take epigenetic drift, which constitutes  that MZ 
twins  have  increasing  intra‐pair  differences  in  epigenetic  profiles  with  age,  into 
account.  These  differences  are  detectable  at  birth,  and  increase with  age,  although 
their  crude  magnitude  is  small  and  highly  variable,  depending  on  the  genetic 
region34‐37.  It  seems  reasonable  to  expect  a  small  amount  of  epigenetic  differences 
within our young MZ twins, which we did not measure. Third, we present a study of a 
moderate  sample  size,  which  increased  the  risk  for  a  type  1  error.  Although  the 
outcome variables were selected by factor analysis and therefore represent different 
entities  within  the  concept  of  physical  fitness,  the  risk  for  a  type  1  error  is  still 
present38.  Since  our  results would  not withstand multiple  testing  adjustment,  they 
should be viewed as hypothesis‐generating and therefore need confirmation  in other 
studies. 
As  important advantages, we present a  study  in which we  repeatedly measured  the 
same  broad  spectrum  of  outcome  parameters  in  the  same  individuals.  This  yields 
increased precision in the measurements and provides a rather complete overview of 
different  fitness,  strength  and  performance  parameters.  Birth  weight  was  thereby 
collected prospectively.  
In  summary,  we  found  evidence  for  an  association  between  adolescent  physical 






diets  for  pregnant  women  to  improve  placental  function.  These  possible 
developmental  strategies  should  be  applied  together  with  attempts  to  improve 
cardiorespiratory  fitness  through  life  style  changes  in  adult  patients  at  risk.  With 
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The anthropometric data of a  longitudinal growth study on healthy  infants,  followed 
from  birth  until  the  age  of  4  years  and  performed  during  1995–1999  in  The 
















risk of obtaining  cardiovascular disease  as  an  adult5. This  accelerated weight  gain  is 
frequently  seen  in  intrauterine  retarded  infants and  therefore may play an essential 
role  in  the  explanation  of  Barker’s  theory.  Singhal  and  Lucas6  suggest  terming  this 





its  ‘correction’ will be  in  an absolute  sense  although  relatively  it  remains  the  same. 
Therefore,  neonates  born  small  for  gestational  age  (SGA) will  change  their  z‐score 
significantly  but  it  is  important  to  know  whether  a  SGA  infant  simply  shows  the 
expected regression to the mean or shows an  increased or decreased growth pattern 
as compared to the expected one. 







From 1995  till 1999 a semi‐longitudinal growth study was performed  in  the south of 
The Netherlands. The study population consisted of 1,234 full‐term  infants, 678 boys 
(55%) and 556 girls  (45%). The  infants were measured at  the  infant and child health 
centers  from birth until 4 years of age with a monthly  interval  in  the  first half‐year, 
every 2 months during the next half year and twice a year thereafter. The  individuals 
included were non‐hospitalized children whose parents were both of Caucasian origin 






2  years,  length was measured  in  the  supine position,  thereafter  as  standing height. 






Since not  all  individuals were measured  exactly on  specified  age points  in  time,  for 
each individual the available data were interpolated to the exact ages of 0, 0.75, 1.75, 
2.75  and  3.75  using  linear  regression.  These  points  were  chosen  because  of  their 
highest density of data.  Linear  interpolation was performed only when  at  least  two 














For  each  individual  the  z (ti)  and  z (tj), i<j, are  plotted  against  each  other. A  linear 
regression  is  applied  through  the  total  of  pairs  of measurements  according  to  the 
formula zj =ijzi , where ij indicates the slope of the linear regression. The value of ij 
represents the regression to the mean between the age ti and tj. The 95% confidence 



































  Weight    Head 
circumference 
 
  µ  σ  µ  σ  µ  σ 
Boys             
   0    50.55  2.37    3.45  0.47  34.75  1.57 
   0,75    72.90  2.57    9.19  0.94  45.95  1.26 
   1.75    86.52  3.32  12.12  1.40  49.20  1.35 
   2.75    95.80  3.56  14.77  1.58  50.73  1.39 
   3.75  103.76  4.12  16.84  1.96  51.48  1.36 
Girls             
   0    49.78  2.11    3.26  0.44  34.13  1.43 
   0,75    71.05  2.71    8.58  1.01  44.65  1.27 
   1.75    85.71  3.24  11.66  1.27  48.01  1.36 
   2.75    94.09  3.83  14.00  1.91  49.41  1.44 













Table 4.3  Regression  factors  for  supine  length/height  (boys  top,  girls  bottom)  for  various  end  ages 
defining the age span in years (x‐axis) and the initial age points in years (y‐axis). 
Initial ages  Age span (defined by end age) 
  0.75  1.75  2.75  3.75 
0.00  0.41  0.37  0.29  0.39 
  0.41  0.32  0.41  0.32 
0.75    0.80  0.72  0.71 
    0.78  0.78  0.67 
1.75      0.88  0.90 
      0.75  0.85 
2.75        0.97 
        0.96 
 
 
Table 4.4  Regression  factors  for weight  (boys  top, girls bottom)  for various end ages defining  the age 
span in years (x‐axis) and the initial age points in years (y‐axis). 
Initial ages  Age span (defined by end age) 
  0.75  1.75  2.75  3.75 
0.00  0.34  0.34  0.25  0.33 
  0.34  0.35  0.40  0.38 
0.75    0.69  0.68  0.70 
    0.77  0.55  0.50 
1.75      0.80  0.65 
      0.84  0.84 
2.75        0.96 
        0.95 
 
 
Table 4.5  Regression  factors  for  head  circumference  (boys  top,  girls  bottom)  for  various  end  ages 
defining the age span in years (x‐axis) and the initial age points in years (y‐axis). 
Initial ages  Age span (defined by end age) 
  0.75  1.75  2.75  3.75 
0.00  0.29  0.43  0.28  0.29 
  0.26  0.24  0.33  0.21 
0.75    0.85  0.84  0.84 
    0.83  0.86  0.83 
1.75      0.94  0.93 
      0.97  0.86 
2.75        0.96 


























  0.75  1.75  2.75  3.75 
0.00  1.83 (L)       
  1.88 (W)       
    1.92 (HC)       
0.75    1.09 (L)     
    1.25 (W’     
      0.88 (HC)     
1.75      1.08 (L)   
      1.05 (W)   
        0.89 (HC)   
2.75        0.28 (L) 
        0.65 (W) 
        0.28 (HC) 
 
 
Figure  4.1  shows  the  differences  between  the  expected  z‐values  (using )  and  the 

























age of 4 years, offered the possibility to  investigate the variation  in  individual growth 












longer  any  regression  to  the mean  and hence  the  child  follows  ‘his percentile’.  The 








This  information  about   and  its  CI  provides  us  the  expectation  of  the  future 
development of any healthy  individual child. Comparing  the predicted outcome with 
the actual z‐score gives an answer to the question if a child is growing too fast or too 
slow. Especially  in SGA  infants this question  is of  importance with regard to their risk 




z‐score  than  could  be  expected.  The  same  is  true  in  the  opposite  direction  for 
18 infants who changed their weight to a higher level. This is remarkable because the 
reference  study concerns a group of healthy children. None of  the  infants born SGA 
defined as birth weight below –1.88 SDS  showed a growth pattern not  fitting  in  the 
regression to the mean of the reference group. This can be said too about the other 
parameters and of all four intervals, meaning that being SGA seems to have no impact 





ages  together with  the  CI.  Four  intervals  are  depicted:  (1)  given  the  z‐score  at  t=0 
(z=0.5), (2) given the z‐score at t=0.75, (3) given the z‐score at t=1.75, and (4) given the 
z‐score at t=2.75.  It  is clear that during the first 9 months there  is an upward change 
from –1.88  to –0.64 SD with a CI of –1.58  to +0.30 SD.  It means  that a SGA  infant  is 
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catch‐up  growth  that  cannot be  considered  as being  abnormal or unexpected while 
there are a lot of infants with a normal birth weight but with an unexpected postnatal 
increase of weight or  length.  It therefore makes sense to  investigate the relationship 
between the evidence of the metabolic syndrome and the increase of weight or height 
outside the limits of expectation for all infants irrespective of their birth weight. 
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Determinants of infant growth in four age 


















































especially  cardiovascular  disease  and  related  traits1,2.  Newborns  who  are  small  for 
gestational age more frequently have accelerated growth relative to their normal birth 
weight counterparts3. The ‘‘accelerated growth hypothesis’’ proposes that this explains 
the  relationship  between  low  birth weight  and  cardiovascular  disease4.  Accelerated 
growth—in varying age windows from the first 2 weeks to the first 2 years of life—was 
linked  to  endothelial  dysfunction5,  increased  blood  pressure6  ,  obesity7,  and  insulin 
resistance8. 
Considering  the  potential  long‐term  negative  effects  of  early  accelerated  growth,  it 
would be of  importance  to  know  its determinants.  Several  studies have  focused on 
factors  influencing  postnatal  anthropometry  in  the  first  2  years  of  life.  Positive 
(growth‐promoting)  effects were  found  for  birth weight,9  gestational  age9,  parental 
heights9,  nulliparity10,  gestational  diabetes11,  and  socioeconomic  status9.  Negative 
(growth‐demoting)  effects were  reported  for  preeclampsia12  and  breast  feeding10,13. 
Positive  and  negative  effects  for  maternal  smoking  on  growth  have  been 
described10,14‐16.  In  the  light  of  the  effects  of  accelerated  growth,  the  studies 
investigating determinants of  infant growth mentioned above  are hard  to  interpret. 
First, accelerated growth, as early as  the  first 2 weeks of  life, has  long‐term effects5; 
none of the studies investigating determinants of infant growth has specifically looked 
at growth  in an age window smaller than 0 to 3 months. A recent article has studied 
different growth windows and, again,  concluded  that early growth  (<3 months) was 
more clearly associated with adult cardiovascular risk profile than ‘‘later’’ growth (3‐12 
months).17 When  studying  infant  growth,  an  early  age window  should  be  included. 
Second,  to  ensure  that  effects  of  certain  determinants  remain  important  when 
confounders  are  considered, possible determinants  should be  studied  together with 
confounders in a multivariable analysis. In addition, birth weight should be included as 




example, nutrition can be expected  to have more  impact on growth when growth  is 
mainly  under  environmental  control  than  it  would  have  on  genetically  controlled 
growth.  Distinguishing  between  environmental  and  genetic  control  of  growth  in  a 
specific  age window  could  therefore  identify  age windows  in which  an  opportunity 
exists to provide counseling on the negative effects of accelerated growth or to study 
(nutritional) interventions. The twin approach permits the identification of the relative 
contributions  of  genes  and  environment  to  growth  at  different  age windows. With 




expect  the  abundance of nutrients  available  after birth  to  cause  the  infant  to  grow 
ever more toward his or her genetic potential. 
Methods 
The  study  sample  consisted  of  live‐born  twin  pairs  selected  from  the  East  Flanders 
Prospective Twin Survey, Belgium. The  survey  started  in 1964,  recording all multiple 
births in the Belgian Province of East Flanders until the present day. The East Flanders 
Prospective Twin  Survey  is  a population based  survey  that  is  conducted  in  a homo‐
genous white population. Details of the selection process of the subset used have been 
described previously.19 Between February 1997 and April 2000, a  total of 424 young 
adult  twin pairs  (804  individuals, mean  age 25  years) born between 1964 and 1982 






analysis.  Parity was  analyzed  dichotomously  (nulliparous/multiparous).  Zygosity  and 
chorionicity  were  analyzed  in  three  groups:  dizygotic  (always  dichorionic), 
monozygotic‐dichorionic (MZDC) and monozygotic‐monochorionic (MZMC) twins. 
When  the  twins were  at  adult  age,  as part of  the prenatal programming  study,  the 
parents  of  the  twins  filled  out  questionnaires. Maternal  smoking  during  pregnancy 
(yes/no),  the  occurrence  of  hypertension  during  pregnancy  (yes  [including 
preeclampsia]/no), gestational diabetes  (yes/no/unknown), parental height, parental 
education,  and breast  feeding  (in weeks) were  collected  retrospectively  in  this way. 
Gestational diabetes was defined as the occurrence of sugar in the urine. Educational 





From  the  total of 804  individuals, 522 had growth data available. Growth data were 
obtained by collecting growth charts from the  infant and child welfare centers (‘‘Kind 
en  Gezin’’  [Child  and  Family]).  These  health  care  centers  offer  periodic  medical 
examination  (including weight recording) and can be visited more often  if desired or 
necessary. 
Growth  data were  based  on  body weight,  and  growth was  calculated  for  four  age 
windows:  from birth  to 1 month,  from birth  to 6 months,  from 6  to 12 months, and 
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from 12  to 24 months.  In  the  first age window, birth weight and one measurement 
obtained between 2 and 6 weeks, as close as possible to 4 weeks, were used. Growth 




For  the  remaining  three  age  windows,  changes  in  body  weight  z‐score  (standard 
deviation  score) were used, on  the basis of postnatal ages  corrected  for gestational 
age. Birth weight  z‐scores were  constructed  by  use  of  singleton  reference  data  per 
week  of  gestation  from  the  Study  Center  for  Perinatal  Epidemiology  in  Brussels 
(personal  written  communication,  June  24,  2009)22.  Singleton  reference  data  were 
used, because Belgian twin reference data were not available. Postnatal z‐scores were 
calculated  by  use  of  the  singleton  Flemish  growth  curves  200423.  Individuals  were 
included  in  the analysis  if  they had  two measurements available  in  the age windows 









First,  the  twins  were  analyzed  as  individuals  in  a multilevel  regression  analysis  to 
account  for  relatedness  between  twin members  by  adding  a  random  effect  to  the 
model. The variance‐covariance structure for growth was allowed to differ among the 
three  zygosity‐chorionicity  groups.  The  following  potential  determinants  were 
investigated:  birth  weight,  sex,  gestational  age,  zygosity‐chorionicity  group,  parity, 
smoking,  hypertension  during  pregnancy,  gestational  diabetes,  breast  feeding, 
parental  height,  and  parental  educational  level.  Univariable  and  multivariable 
standardized  regression  coefficients  for  the  four  different  age  windows  were 
computed.  Standardized  regression  coefficients  were  calculated  to  allow  direct 
comparison of the results between variables entered  in the model, even though they 
were  originally measured  on  different  scales  (e.g.,  grams, weeks,  and  centimeters). 
Significant confounders were  identified  from  the  full multivariable model. Significant 
determinants were subsequently analyzed for possible interactions. On the basis of the 
multivariable models, expected mean growth scores were calculated. 
For  birth weight,  separate within‐twin‐pair  (using  the  individual  twin’s  birth weight 
deviation  from  the  pair  mean  as  a  determinant)  and  between‐pair  regression 
coefficients  (using  the average birth weight of  the pair as a determinant) were also 
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calculated.  To  evaluate  the  importance  of  individual  and  shared  factors  in  the 
relationship  between  birth  weight  and  growth,  these  regression  coefficients  were 
compared  with  the  crude  regression  coefficients  for  birth  weight  (using  just  the 
individual’s  birth  weight  as  a  determinant)24.  Differences  between  the  separate 
coefficients  were  calculated  with  the  likelihood  ratio  (LR)  test.  This more‐detailed 
assessment  of  birth  weight  was  performed  in  the  complete  twin  pairs,  using  the 
unstandardized variables  in a multivariable model. Second, the twins were studied as 
pairs. Only pairs of whom both  individuals had data available were analyzed. Pearson 
correlation  coefficients  for  intra‐pair  growth were  computed  for  each  age window, 
with  and  without  adjustment  for  confounders.  Adjustment  for  confounders  was 
realized  by  adding  the  determinants  of  growth  in  that  specific  window  to  the 
correlation  analysis  as  partial  determinants.  The  correlation  coefficients  were 
computed  for  the  three  zygosity‐chorionicity  groups  separately.  Differences  in 
correlation  coefficients  between  zygosity‐chorionicity  groups  were  tested  using 
Fisher’s  r‐to‐z  transformation25. Because monozygotic  twins  are  genetically  identical 
and dizygotic twins share on average 50% of their genes, higher intra‐pair correlations 
for weight  change  in monozygotic  twins  compared with  that  in  dizygotic  twins  are 
indicative of genetic influence. 
All  P values  are  two‐sided  and were  considered  statistically  significant  if  they were 
<0.05.  All  analyses were  performed with  SAS  9.2  and  SAS  Enterprise  Guide  4  (SAS 
Institute, Cary, North Carolina). 
Results 
The most  important baseline characteristics of  the study sample are  in Table 5.1  (an 
expanded version is available at www. jpeds.com; Table 5.2). 
Multilevel regression analysis 
Compared with  the  results of  the univariable analyses, correction  for confounding  in 
multivariable analyses did not yield substantially different results. From 0 to 1 month 
and 6 to 12 months, the analyses were corrected for birth weight and gestational age. 
From 0  to 6 months,  significant  confounders were birth weight, gestational age and 
sex. From 12  to 24 months,  the analysis was  corrected  for  sex,  zygosity‐chorionicity 
group, paternal height, and gestational diabetes. In this age window, birth weight and 

















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































    Month 0‐1  Month 0‐6  Month 6‐12  Month 12‐24 
    β**  P  β***  P  β**  P  β****  P 
Birth weight    ‐1,77  <0.0001  ‐0,52 <0.0001  ‐0,14 0,0001  ‐0,02  0,70 
Gestational age    0,78  0,001  0,52  <0.0001  0,22  <0.0001  0,06  0,40 
Male sex    0,65  0,06  ‐0,49 <0.0001  0,11  0,16  0,26  0,03 
Zygosity‐chorionicity*                     
   DZ    ‐0,61  0,41  0,03  0,97  ‐0,17 0,12  0,32  0,04 
   MZDC    ‐0,24    0,00    0,03    0,52   
   MZMC    ref    ref    ref    ref   
Maternal height    0,00  0,99  0,06  0,39  0,01  0,76  ‐0,11  0,17 
Paternal height    ‐0,30  0,15  0,06  0,37  ‐0,03 0,54  0,18  0,004 
Gestational diabetes                   
   Yes    ‐0,16  0,86  ‐0,03 0,15  ‐0,14 0,65  0,94  0,004 
   Unknown    ‐0,51    0,53    0,10    0,03   
   No    ref    ref    ref    ref   
MZ: monozygotic; DZ: dizygotic; ** Adjusted  for birth weight and  gestational age; *** Adjusted  for birth 
weight,  gestational  age  and  sex;  ****  Adjusted  for  sex,  zygosity‐chorionicity  group,  paternal  height  and 
gestational diabetes. 
 






Multivariable  regression  analysis  in  the  four  age  windows  showed  that  the 
standardized regression coefficient for birth weight decreased from ‐1.77 (with g/kg/d) 
from 0 to 1 month to ‐0.02 from 12 to 24 months (Tables 5.3 and 5.4). Gestational age 
had  a  growth‐promoting  effect:  the  standardized  regression  coefficient  decreased 
from 0.78  (with g/kg/d)  from 0  to 1 month  to 0.06  from 12  to 24 months.  In males, 
growth was less pronounced from 0 to 6 months but more pronounced from 12 to 24 






Figure  5.1  expresses  the  results  from  Tables  5.3  and  5.4  in  a  graphical  way,  with 
expected growth. The mean expected growth for a certain age window is depicted by 















































































































































































































































































































































































































































































































































MZMC and MZDC  twins did not differ significantly  in correlation scores, except  from 
12 to 24 months  (MZMC 0.96, MZDC 0.83, Pdifference=0.02). Because MZMC and MZDC 
twins  hardly  differed  in  correlation  coefficients,  correlation  coefficients  for 
monozygotic twins are presented  in Table 5.5. The differences between monozygotic 
and dizygotic twins  in uncorrected correlation coefficients  for  intra‐pair growth were 
similar to those in corrected analyses, except for the age window from 0 to 1 month. In 
this window,  the  difference  between monozygotic  and  dizygotic  twins  in  intra‐pair 







month  12‐24).  From  12  to  24 months,  the monozygotic:dizygotic  correlation  ratio 
approximated 2:1. Restriction of  the analysis  to  same‐sex  twins  (not  shown) did not 
yield  significantly  different  results  compared  with  the  analysis  including mixed‐sex 
pairs. 
Discussion 
Although,  in  the  first  year of  life,  the  two main determinants of  growth were birth 




our  correlation  analysis,  which  showed  an  increasing  difference  in  intra‐pair 
correlations  for  growth  between  monozygotic  and  dizygotic  twins.  The 
monozygotic:dizygotic  ratio  approximated  2:1  from  12  to  24  months,  which  is 
indicative of important genetic influence. 
It  is  important  to  study  early  postnatal  growth  because  it may  play  a  role  in  the 
development  of  cardiovascular  and  metabolic  disease.  Its  effect  is  related  to  the 
concept of plasticity, which refers to the ability of organisms to adapt their phenotype 
to  the  environment  to  be  prepared  for  their  anticipated  future  environment26.  A 
mismatch  between  these  adaptations  in  the  organism  and  its  actual  circumstances 
later  in  life  may  give  rise  to  disease.  It  has  been  suggested  that  developmental 
plasticity is affected, at least in part, by epigenetic changes that are established in early 







as shown  in our study. This example  illustrates  the advantage of our study design  in 
exploring the ‘‘accelerated growth hypothesis’’. Furthermore, although weight change 
from 0  to 1  and 0  to 6 months  incorporated birth weight, birth weight  remained  a 
significant determinant  in our models,  indicating  its  large  influence on growth.  In the 
first year, the effect of birth weight was probably caused by shared (maternal) factors, 
as well as  individual  factors because we were not able  to show differences between 
within‐twin‐pair and between‐pair regression coefficients. From 12 to 24 months, the 




should  be noted,  however,  that  these  two  effects  equal  out  in  the  individual  child, 
resulting in a non‐significant effect of individual birth weight. 




twin  study  conducted  in  childhood29. However,  from  12  to  24 months  a  significant 
effect of chorionicity was found: MZMC twins grew more slowly than MZDC twins. This 
effect pattern was different from the (non‐significant) patterns observed in the earlier 




experienced  gestational  diabetes  grew  faster  than  control  subjects,  but  only  in  the 








Our  results  should  be  interpreted with  caution.  First,  twins  do  not  show  the  same 
growth patterns as singletons. Twins are born at a shorter gestational age and have a 
lower birth weight as  compared with  singletons32, which was also  true  in our  study. 
Postnatally, twins are subject to accelerated growth, especially in the first 3 months of 
life33.  The  twins  in  our  study  experienced  strongly  accelerated  growth  in  the  first 
6 months of life, on average above the generally accepted cutoff point of +0.67 change 
in z‐score7, and remained at about the same average z‐score from 6 months onward. 
Second,  although  low  birth  weight  and  accelerated  growth  predispose  to 
cardiovascular disease, twins do not show increased rates of cardiovascular disease34. 
In a recent study, however, weight gain in twins was found to be associated with sum 
of  skin  folds,  fasting  insulin  levels,  and  blood  pressure  in  childhood35.  This  finding 
suggests  a  similar  response  to  accelerated  growth  in  twins  as  compared  with 
singletons6‐8. 
In the intra‐pair growth correlation analysis, an increasing role for genetic factors over 
time was  found, which  is  in  line with  previous  cross‐sectional  data36.  The  opposite 
pattern is found in the prenatal period. Environmental factors become more important 
with progression of gestation, and, hence, heritability of birth weight decreases with 











for  counseling  or  for  studying  possible  (nutritional)  interventions  on  the  long‐term 
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6 mo, 85%  (95% CI: 80%, 89%)  from 6  to 12 mo, and 86%  (95% CI: 77%, 91%)  in  the 
12‐24‐mo  growth  period.  Nevertheless,  in  the  last  age  window,  a  model  without 
genetic factors was also statistically plausible. From 0 to 1 mo, the genetic contribution 
to growth was  low  in the average birth weight range but higher at both extremes of 




This  study  shows  that  genetic  factors  are  not  important  in  early  infant  growth 
(0‐‐1 mo),  whereas  heritability  is  high  after  1  mo.  Because  many  (nutritional) 
interventions  are  aimed  at  influencing  early  postnatal  growth,  to  target  long‐term 






hypertension1,  type  2  diabetes2,  and  ischemic  heart  disease3. One  of  the  proposed 
mechanisms  that  could  explain  these  associations  is  accelerated  postnatal  growth4, 
which  is more common  in small‐for‐gestational‐age  infants5. Although many negative 
long‐term effects of accelerated postnatal growth have been shown,  there  is debate 
about  the  relative  importance  of  growth  in  infancy  compared  with  growth  in 
childhood6,7.  Accelerated  growth  in  these  2  age  windows  has  been  linked  to 
unfavorable  cardiovascular  risk  profiles  in  childhood  and  adulthood  and  to 
cardiovascular events  in adulthood8–14. Multiple  studies  implied  that  there may be a 
very  early  neonatal  critical  growth window15–17.  Because  of  the  above  results,  it  is 
important  to understand  the  regulation of  infant growth, especially  to  inform  future 
counseling approaches and, possibly, (nutritional) interventions in infant growth.  
Cross‐sectional  heritability  studies  of  postnatal  anthropometric measures  in  infancy 
and childhood showed  increasing heritability estimates with age18,19. However, cross‐
sectional studies that compare heritability estimates of anthropometric measures  for 
different  age  groups  do  not  provide  an  optimal  description  of  the  actual  growth 
process  that  has  long‐term  negative  effects.  Two  studies20,21,  both  of  which  were 
preceded  by  earlier works22,23,  analyzed  infant  growth  velocity  by  using  genetically 
sensitive  designs  and  longitudinal  data.  In  the  Fels  Longitudinal  Study,  heritability 
estimates  of  0.66  (0–6 mo),  0.55  (0–12 mo),  and  0.82  (0–24 mo) were  shown  for 
weight change by using pedigree data20. A twin study that was based on a population 
from Amsterdam, Netherlands, showed heritability estimates of weight velocity at the 
age of 1  y of 0.57  (girls) and 0.63  (boys)21. However,  to our  knowledge,  there  is no 
reported study of the potentially important early neonatal age windows.  
The  advantage  of  the  twin  approach  is  the  possibility  of  estimating  the  relative 
importance  of  genetic  and  environmental  factors  in  infant  growth  in  terms  of 
heritability. A crude analysis of heritability, however, may not give a true picture of the 
underlying  etiology  if  heritability  depends  on  certain  environmental  factors.  For 
example,  we  expect  light  babies  to  be  more  vulnerable  to  the  influence  of  the 





the  regulation  of  infant  growth  by  genetic  and  environmental  effects may  assist  in 
tailoring  research, counseling, and possibly  interventions  in  infant growth  to  specific 
subgroups in which attaining a health benefit is more likely. 















At  birth,  weight,  gestational  age,  sex,  zygosity,  and  chorionicity  were  collected 
prospectively.  Zygosity was determined  by  using  sequential  analysis  on  the  basis  of 
sex, fetal membranes, blood groups, placental alkaline phosphatase, and DNA‐marker 
analysis. 
When  the  twins  were  at  adult  age  (February  1997  to  April  2000),  as  part  of  the 









windows as  follows:  from birth  to 1 mo  (0–1 mo),  from 1  to 6 mo  (1–6),  from 6  to 
12 mo (6–12), and from 12 to 24 mo (12–24). The availability of growth data differed 
for  the 4 age windows, which  resulted  in different  subsamples  in each age window. 
Birth  weight  z‐scores  were  constructed  by  using  sex‐specific  Flemish  singleton 
reference data per week of gestation from the Study Center for Perinatal Epidemiology 
in  Brussels  (personal  written  communication,  G  Martens,  June  2009)27.  Postnatal 
z‐scores were based on postnatal ages corrected for gestational age. Postnatal z‐scores 
were  calculated  by  using  the  2004  sex‐specific  singleton  Flemish  growth  curves28. 
Singleton  reference  data were  used  because  these  represent  normal  growth  in  the 
Belgian  population.  Individuals  were  included  in  the  analysis  if  they  had  2 
measurements  available  in  the  age  windows  0.04–0.12,  0.4–0.6,  0.75–1.25,  and 







In  a previous  study  in  the EFPTS prenatal programming  study  sample,  the  following 
determinants  of  postnatal  growth were  identified:  birth weight  and  gestational  age 
(0‐1  mo  and  6–12  mo);  sex,  birth  weight,  and  gestational  age  (0–6  mo);  and 
chorionicity, sex, gestational diabetes, and paternal height (12–24 mo)29. 
Therefore,  the structural equation modeling analyses  in  this study were adjusted  for 
these determinants by using determinants from 0 to 6 mo for our analyses from 1 to 
6 mo.  Structural  equation  modeling  was  performed  to  quantify  the  genetic  and 
environmental  contributions  to  the  observed  phenotypic  variance  (of  growth).  To 
estimate  genetic  and  environmental  components  of  the  phenotypic  variance,  the 
variance was decomposed in additive genetic (A, additive effects of genes on multiple 
loci), common environmental (C, environmental effects shared by twins reared  in the 





genes  or  between  genes  and  environment.  A  non‐additive  or  dominant  genetic 
contribution model was not considered  in  the current study because  the within‐pair 
Pearson correlation coefficient  in monozygotic pairs was not more than twice that of 
dizygotic pairs in a previous study in this study sample29. 
In  the  descriptive  statistics,  group  differences  between  monozygotic  and  dizygotic 
twins were analyzed by using a t test for independent samples for continuous variables 
and a  chi‐square  test  for  categorical  variables. These analyses were performed with 
SAS  version  9.2  software  with  the  SAS  Enterprise  Guide  4  software  package  (SAS 
Institute). 
With  regard  to  structural  equation  modeling,  the  appropriate  assumptions  were 
checked  first  and  shown  to  be  satisfactory;  there were  no  significant  differences  in 
means or SDs of growth between individuals categorized as twin 1 (first born member 
of  the  pair)  and  individuals  categorized  as  twin  2  or  between  monozygotic  and 
dizygotic twins of same sex. There were also no significant differences in means or SDs 
of  growth  between  opposite‐sex  twins  and  same‐sex  twins.  Growth  correlations  in 
opposite‐sex twins and dizygotic same‐sex twins were similar. 
Alternative univariate nested models  (ACE, CE, AE, and E models) were  fitted  to  the 
raw  data.  A maximum‐likelihood  approach with  accompanying  Akaike’s  information 





model  is  not  significantly  worse  than  the  ACE  model,  the  AE  model  is  preferred. 
Absolute  values  of  the  fit  statistics  (AIC  and  ‐2  log  likelihood)  do  not  provide 
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information on  the  goodness of  the  fit.  To  test whether  genetic  and environmental 
factors influenced the trait to the same degree in men and women, the unstandardized 





gene‐environment  interaction  script31.  In  these  analyses  the  interaction  between  a 
moderator variable  (M: birth weight or gestational age  in  this study) and one of  the 
variance components (A, C, or E) was studied. These interactions are referred to as T, 
U, and V. T represents the M x A interaction, U represents the M x C interaction, and V 
represents  the M  x E  interaction. M was  included  in  the means model  to adjust  for 
gene‐environment  correlation.  We  performed  the  interaction  analyses  on  the  full 
(ACE) model to address the possibility that A, C, or E is not important for a specific age 
window as a whole but  is  important under specific circumstances, such a  low or high 
birth weight. 
Structural equation modeling was performed with Mx  software32. Scripts  for  the Mx 
analyses were modified from the GenomEUtwin Mx script library33. The analyses were 







model with only additive genetic  [94%  (95% CI: 90%, 96%)  from 1  to 6 mo and 85% 
(95% CI: 80%, 89%) from 6 to 12 mo] and unique environmental [6% (95% CI: 4%, 10%) 
from 1 to 6 mo and 15% (95% CI: 11%, 20%) from 6 to 12 mo] sources of variance (AE) 
was  the best  fitting model. For  the 12–24‐mo growth period,  the CE and AE models 
were equally  suitable. Heritability  (in  the AE model) was  similar  to  the previous age 
window at 86% (95% CI: 77%, 91%), whereas in the CE model, 83% (95% CI: 74%, 89%) 



































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Corresponding numbers  for women were 45%  (95% CI: 0%, 91%), 40%  (95% CI: 0%, 
84%), and 15% (95% CI: 8%, 27%), respectively (P‐difference = 0.005). 
Complete  results  from  the  gene‐environment  interaction  analyses  are  available  (see 
Table 6.1 under “Supplemental data”  in the online  issue). Accompanying variances of 
the  best‐fitting  models  from  supplemental  Table  6.1  (see  Table  6.1  under 
“Supplemental data”  in  the online  issue), which showed a significant  interaction, are 
presented  in  Figure 6.1. On  the  y  axes  in  Figure 6.1,  the observed  growth  variation 






weight  of  1.75  kg.  Similarly,  from  0  to  1  mo,  the  genetic  contribution  to  growth 
(growth variance because of A) was  low around  the average value of birth weight  in 
our  sample  (2.6  kg) but was  also  larger  at  the high  end of  the  spectrum. Because 
growth variance that was due to C and growth variance that was due to E showed no 
interaction with  birth weight  in  the  age window  from  0  to  1 mo,  these  lines were 




interactions  were  identified with  birth  weight  (see  Table  6.1  under  “Supplemental 
data”  in  the online  issue). With  respect  to gestational age,  the unique and common 
environmental contributions declined with advancing gestational age  for  the 0–1‐mo 
growth  period  (the  common  environment  showed  a  steep  decrease), whereas  the 
additive  genetic  contribution  showed  a minimum  of  36  wk  of  gestation.  For  the 
1‐6‐mo growth period, common environmental factors explained the minimal variance 
at a gestational age slightly larger than 37 wk, but this contribution  increased sharply 




This  study  showed  that  genetic  factors were  not  important  in  early  infant  growth 
(0‐1 mo), whereas heritability was high after 1 mo. This difference was reflected in the 
structural equation modeling analyses, which showed no additive genetic contribution 
in  the best‐fitting model  in  the  growth period  from 0  to 1 mo  and high heritability 





age window  from 12  to 24 mo. Nevertheless,  the  intra‐pair correlation  for growth  in 
























Figure 6.1  Birth  weight  and  gestational  age  as  moderators  of  growth.  Results  are  given  as  growth 











was  a  weighted  average  of  2  age  windows  of  low  (0–1  mo)  and  high  (1–6  mo) 
heritability. 
We used postnatal ages adjusted for gestational age to calculate z‐scores at the age of 




Because a  z‐score  for a negative age was  calculated by using birth weight  reference 
values  (because  references  for  negative  ages  do  not  exist),  this may  have  been  a 
suboptimal method, and this may have contributed to the unexpected growth pattern 
from 0  to 1 mo, during which period  the  average  z‐score decreased  (Table 6.1).  To 
avoid  this  problem,  growth  can  be  expressed  in  grams  per  kilogram  per  day,  as 
suggested by Patel et al.34. Therefore, we performed an extra analysis with this method 
of expressing growth and also  showed  that AE was  the best model  from 0  to 1 mo, 
with even lower estimates of A in the ACE model [0% (95% CI: 0%, 30%)]. 
To our knowledge, our study  is  the  first study  to examine  the  importance of genetic 
factors  under  different  circumstances  (varying  gestational  age  and  birth weight)  in 
early  postnatal  growth. We  speculated  that  heavier  babies  were  born  after  more 
optimal  intrauterine  conditions,  and  hence, we  expected  their  postnatal  growth  to 
show  less  dependence  on  the  environment  (such  as  nutrition).We  showed  that  the 
genetic  contribution  from  0  to  1 mo was,  on  average,  low  but may  have  been  of 
importance at  the birth weight extremes. This may have also  indicated  that a  larger 
birth weight does not render the infant’s growth independent of the environment. As 
regards  gestational  age,  the  optimal  gestational  age  of  37–38 wk  of  gestation was 










of  adult  cardiometabolic  disease. Nutritional  changes  have  their  effect  through  the 
environment  and may,  therefore,  be more  successful  in  age windows  in which  the 
environment  is  of  importance;  according  to  our  study,  this  age  window  would  be 
0‐1 mo.  Two  recent  studies  underlined  the  importance  of  early  postnatal  growth 
compared  with  later  growth  with  respect  to  obesity  and  cardiometabolic  risk 
profiles38,39. 
Given  the  results  of  the  varying  genetic  contribution with  increasing  or  decreasing 
birth weight and gestational age, interventions aimed at influencing growth from 0 to 
1 mo to target  long‐term health might be most successful  in  infants of average (twin) 
birth weight and in infants of low gestational age. 
One  of  the  strengths  of  this  study  was  the  assessment  of  growth  over  time  in 
4 consecutive age windows and  the  inclusion of  correction methods  for  factors  that 
are known to  influence growth  in this sample. However, the extrapolation of growth 
studies from twins to singletons should be done with caution. Twins do not show the 
same growth patterns as  singletons, and  it  is debated whether  they  show  the  same 
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relations  between  birth  weight  and  cardiometabolic  risk  factors40,41.  Furthermore, 
twins do not have  the  same average birth weight and gestational age as  singletons, 
and their prenatal environment is different from that of singletons. Even within a pair 
of monochorionic twins, the prenatal environment may differ. Although we presented 










many  (nutritional)  interventions  are  aimed  at  influencing  early postnatal  growth,  to 





    Model  ‐2LL  AIC  df  P  Comparison 
0‐1 Month (n=110 Pairs)             
   1. full  ACE TUV M  1266.92  842.92  212     
   2. U=0  ACE TV M  1267.30  841.30  213  0.54  2 vs 1 
   3. U=0 T=0  ACE V M  1303.85  875.85  214  <0.0001  3 vs 2 
   4. U=0 V=0  ACE T M  1267.30  839.30  214  0.94  4 vs 2 
   5. U=0 V=0 C=0  AE T M  1307.48  877.48  215  <0.0001  5 vs 4 
1‐6 Months (n=88 Pairs)             
   1. full  ACE TUV M  1152.16  816.16  168     
   2. U=0  ACE TV M  1153.73  815.73  169  0.21  2 vs 1 
   3. U=0 T=0  ACE V M  1154.04  814.04  170  0.58  3 vs 2 
   4. U=0 T=0 V=0  ACE M  1154.05  812.05  171  0.91  4 vs 3 
   5. U=0 T=0 V=0 C=0  AE M  1155.19  811.19  172  0.29  5 vs 4 
   6. U=0 T=0 V=0 C=0 A=0  E M  1275.50  929.50  173  <0.0001  6 vs 5 
6‐12 Months (n=140 Pairs)             
   1. full  ACE TUV M  1557.07  1013.07  272     
   2. U=0  ACE TV M  1557.08  1011.08  273  0.91  2 vs 1 
   3. U=0 T=0  ACE V M  1558.04  1010.04  274  0.33  3 vs 2 
   4. U=0 T=0 V=0  ACE M  1564.88  1014.88  275  0.009  4 vs 3 
   5. U=0 T=0 C=0  AE V M  1559.67  1009.67  275  0.20  5 vs 3 
   6. U=0 T=0 C=0 A=0  E V M  1712.04  1160.04  276  <0.0001  6 vs 5 
12‐24 Months (n=65 Pairs)             
   1. full  ACE TUV M  164.36  ‐75.64  120     
   2. U=0  ACE TV M  165.85  ‐76.15  121  0.22  2 vs 1 
   3. U=0 T=0  ACE V M  165.90  ‐78.10  122  0.81  3 vs 2 
   4. U=0 T=0 V=0  ACE M  166.93  ‐79.07  123  0.31  4 vs 3 







   6. U=0 T=0 V=0 C=0 A=0  E M  241.20  ‐8.80  125  <0.0001  6 vs 5 
0‐1 Month (n=110 Pairs)             
   1. full  ACE TUV M  1276.49  852.49  212     
   2. U=0  ACE TV M  1286.27  860.27  213  0.002  2 vs 1 
   3. T=0  ACE UV M  1283.56  857.56  213  0.008  3 vs 1 
   4. V=0  ACE TU M  1281.87  855.87  213  0.020  4 vs 1 
1‐6 Months (n=88 Pairs)             
   1. full  ACE TUV M  1144.76  808.76  168     
   2. U=0  ACE TV M  1161.85  823.85  169  <0.0001  2 vs 1 
   3. T=0  ACE UV M  1147.12  809.12  169  0.13  3 vs 1 
   4. T=0 V=0  ACE U M  1147.13  807.13  170  0.90  4 vs 3 
   5. T=0 V=0 A=0  CE U M  1183.88  841.88  171  <0.0001  5 vs 4 
6‐12 Months (n=140 Pairs)             
   1. full  ACE TUV M  1562.20  1018.20  272     
   2. U=0  ACE TV M  1563.52  1017.52  273  0.25  2 vs 1 
   3. U=0 T=0  ACE V M  1563.62  1015.62  274  0.75  3 vs 2 
   4. U=0 T=0 V=0  ACE M  1566.78  1016.78  275  0.08  4 vs 3 
   5. U=0 T=0 V=0 C=0  AE M  1568.75  1016.75  276  0.16  5 vs 4 
   5. U=0 T=0 V=0 C=0 A=0  E M  1712.15  1158.15  277  <0.0001  6 vs 5 
12‐24 Months (n=65 Pairs)             
   1. full  ACE TUV M  164.11  ‐75.90  120     
   2. U=0  ACE TV M  164.11  ‐77.89  121  0.96  2 vs 1 
   3. U=0 T=0  ACE V M  164.31  ‐79.69  122  0.65  3 vs 2 
   4. U=0 T=0 V=0  ACE M  167.00  ‐79.00  123  0.10  4 vs 3 

















likelihood.  AIC:  Akaike’s  information  criterion.  M:  Moderator;  A:  Additive  genetic  effect;  C:  Common 
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Accelerated  infant  growth  is  associated  with  an  altered,  mostly  adverse  adult 





the  associations  between  infant  growth  and  adult  cardiometabolic  risk  factors 











Within monozygotic  twin  pairs  only,  associations  between  infant  growth  and most 
adult  lipids, glucose,  leptin, and blood pressure  (e.g.  systolic blood pressure: b=5.95 
mm  Hg  per  change  in  z‐score,  P=0.01  in  monozygotic  twins;  b=21.64,  P=0.82  in 
dizygotic  twins  from  12  to  24  mo)  were  found.  Within  dizygotic  twin  pairs  only, 
associations between growth and  triglycerides and  fibrinogen  (eg,  fibrinogen: b=0.07 
ln  mg/dl  per  change  in  z‐score,  P=0.31  in  monozygotic  twins;  b=0.79,  P=0.01  in 
dizygotic  twins  from  0  to  1  mo)  were  identified.  Most  associations  showed  a 





Our data showed  that environmental  factors play a  role  in  the associations between 









early  life are also  involved  in the development of this risk profile. Low birth weight  is 




obesity7,  hypertension8,  an  adverse  cardiometabolic  risk  profile9,  and  metabolic 




a  definition.  For  example,  it was  reported  that  the  first  3 mo  of  life may  be most 
important  for  the  development  of  an  adverse  cardiometabolic  risk  profile16.  In 
addition,  accelerated  growth  in  the  first  2 wk  of  life  is  related  to  adult  endothelial 
dysfunction,  a  precursor  of  atherosclerosis17.  However,  only  a  minority  of  studies 
include growth windows, and the  investigation of an early growth window (<3 mo)  is 
especially uncommon13,16,18,19. 
Twin  or  family  data  regarding  genetic  or  environmental  importance  in  the  relation 
between  early  postnatal  growth  and  adult  cardiometabolic  risk  profile  are  scarce. 
Beardsall et al.20  showed  that genetic  factors associated with postnatal growth  from 
birth are also likely to contribute to insulin resistance and obesity in prepubertal twins. 
In  contrast,  Skidmore  et  al.21,22  found  no  evidence  of  a  genetic  mediation  of  the 
relation between growth  from birth and adult  insulin  resistance and  lipids  in  female 
twins. Importantly, neither of these studies has specifically analyzed infant growth. 
In the present study, we examine the importance of genetic and environmental factors 
in  the  associations  between  infant  growth  in  different  growth windows  (0–1,  1–6, 




Data  were  obtained  from  the  East  Flanders  Prospective  Twin  Survey,  which  is  a 





selection process were previously  reported23.  In  short, 803  twin pairs  aged 18–34  y 
were  contacted  and  invited  for  measurements  of  cardiometabolic  status;  424 
(44 incomplete)  twin  pairs  agreed  to  participate.  A  total  of  522  participants 
(240 complete pairs) had data  available on  infant  growth. We  excluded participants 
with type 1 diabetes mellitus (n=2), adrenogenital syndrome (n=1), liver disease (n=1), 
or  thyroid disease  (n=5) and participants using vasoactive  (n=2),  lipid‐lowering  (n=1), 







(in m).  The waist‐to‐hip  ratio was  calculated by dividing waist  circumference by hip 
circumference.  Skinfold  thicknesses  were  measured  in  duplicate,  by  use  of  a 
Harpenden skin fold caliper (British Indicators), to the nearest 0.1 mm. Measurements 
were  taken  at  the  biceps,  triceps,  subscapular,  and  suprailiac,  and  these 
measurements were  summed  as  a measure  of  overall  subcutaneous  fat.  Lean body 
mass  was  estimated  by  use  of  bioelectrical  impedance  after  an  overnight  fast  in 
normally  hydrated  condition  (BIA310;  Biodynamics).  Fat  mass  was  calculated  by 
subtracting  lean body mass  from  total body mass and expressed as a percentage of 
total body mass. 
Blood pressure 
Ambulatory  blood  pressure  was  measured  by  using  the  SpaceLabs  90207  device 
(SpaceLabs), as previously described in detail23. In short, the twins applied the monitor 
at home on the non‐dominant arm. They were  instructed to perform normal activity, 
but not  to engage  in vigorous exercise or contact sports. The  recordings were  taken 
every 15 min during daytime and every 30 min during nighttime, for 24 h in total, and 
the  obtained  values  for  systolic  and  diastolic  blood  pressure  were  averaged  to 
represent ambulatory blood pressure. 
Insulin sensitivity 
Fasting  blood  samples  were  drawn;  plasma  glucose  was  measured  by  using  the 





Insulin‐like  growth  factor  binding  protein‐1  was measured  by  radioimmunoassay26. 
Intact proinsulin was measured by ELISA (Mercodia). 
Lipids 
Total  cholesterol, HDL  cholesterol,  and  triglycerides were measured  in  fasting blood 




Leptin  and  fibrinogen  were  analyzed  on  fasting  blood  samples.  Plasma  leptin  was 
measured  with  an  immunoradiometric  assay  in  a  coated  tube  (Diagnostic  Systems 






and  child welfare  centers  (“Kind  en  Gezin”:  Child  and  Family).  These  centers  offer 
medical  examination  throughout  infancy,  including  weight  recording.  Parents  and 
infants  voluntarily  visited  after  regular  invitations.  The  availability  of  growth  data 
differed  for  the  4  growth windows, which  resulted  in  different  subsamples  in  each 
growth  window.  Birth  weight  z‐scores  were  constructed  with  Flemish  sex‐specific 
singleton  reference data per week of  gestation  from  the  Study Center  for  Perinatal 
Epidemiology  in Brussels  (RNHT, personal written  communication, 2011)28. Postnatal 
z‐scores  were  based  on  postnatal  ages  corrected  for  gestational  age  and  were 
calculated with  the  singleton  Flemish weight  references  200429.  Singleton  reference 
data were used, because  these  represent normal  growth  in  the Belgian population. 





At  birth,  weight,  gestational  age,  sex,  zygosity,  and  chorionicity  were  collected 
prospectively.  Zygosity was  determined with  sequential  analysis  based  on  sex,  fetal 
membranes, blood groups, placental alkaline phosphatase, and DNA marker analysis. 
When  the  twins  were  adults,  the  parents  of  the  twins  completed  questionnaires 
retrospectively  to  collect  information on parental  education  level  (highest  level was 
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used  in  the  analysis).  Education  level was  operationalized  according  to  the  Belgian 
education  system25:  no  education  or  primary  school,  lower  secondary  education, 
higher  secondary  education,  and  tertiary  education.  The  twins  also  completed 
questionnaires as adults  to obtain  family history of  cardiovascular disease,  smoking, 
alcohol use,  and physical  activity. A positive  family history of  cardiovascular disease 
was  defined  as  the  occurrence  of  cardiac  disease,  diabetes  mellitus,  peripheral 
vascular  disease,  or  blood  pressure  abnormalities  in  a  first‐degree  relative  (parent, 
sibling, or child) and was expressed dichotomously. Current smoking was expressed as 
cigarettes per day and current alcohol use was analyzed as units per week. Regarding 







the Wilcoxon’s  rank‐sum  test, when  appropriate.  The  x2  test was  used  to  compare 
frequencies between monozygotic and dizygotic twins. First, the twins were regarded 
as individuals (instead of pairs). We used multivariable multilevel regression analysis to 
study  the association between  infant growth and  the outcome variables. We used a 
random  intercept model, taking  into account the fact that the  individuals are related. 
The  variance‐covariance  structure  of  dizygotic  (always  dichorionic),  monozygotic‐
dichorionic,  and  monozygotic‐monochorionic  twins  was  allowed  to  differ,  because 
chorionicity  is known to affect birth weight and possibly postnatal growth from 12 to 
24 mo30,31. Two models were constructed: 1) basic model, only adjusting  for sex and 
age, and 2) multivariable model, also  including  the potential  confounders and other 
cardiometabolic risk factors that were not directly studied. The latter cardiometabolic 
risk  factors were  based  on  the National  Cholesterol  Education  Program  criteria  for 
metabolic  syndrome  and  included waist  circumference,  (ambulatory)  systolic  blood 
pressure, fasting glucose, HDL cholesterol, and triglycerides32. In the second model, the 
anthropometric  variables  were  not  adjusted  for  waist  circumference,  the  blood 
pressure  variables  were  not  adjusted  for  ambulatory  systolic  blood  pressure,  the 




As  a  second  step,  the  same‐sex  twins were  studied  as  pairs with  linear  regression 
analysis. We analyzed  the association between  intra‐pair difference  in  infant growth 
and intra‐pair difference in the outcome variable for monozygotic and dizygotic twins 
separately. Because monozygotic  twins  share ~100% of  their  genes,  any  association 
  Infant growth and cardiometabolic risk in twins 
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observed  within  monozygotic  pairs  indicates  environmental  influences  on  the 
association. Dizygotic twins share on average 50% of their genes, and therefore intra‐
pair  analysis  in  dizygotic  twins  is  still  partly  confounded  by  genetic  effects.  The 
difference  scores  were  calculated  as  first‐born  twin  minus  second‐born  twin  (this 
yields the same results as subtracting the fastest from the slowest growing twin), and 
the regression line was restrained to pass through the origin33. In case of a significant 
association  in  monozygotic  or  dizygotic  twins,  we  tested  whether  the  difference 
between  the  monozygotic  and  dizygotic  regression  coefficient  was  significant  by 
introducing  an  interaction  term  “zygosity*growth”  to  the model. Outcome  variables 
were  log  transformed  to  ensure  homoscedasticity  and  a  normal  distribution  of  the 
error terms, if necessary. All individuals used in the analysis had complete data for all 










significant  associations were  observed  in  the  basic model:  infant  growth  from  0  to 
1 mo was  inversely associated with  the  log‐transformed  (ln) adult sum of 4 skinfolds 
[regression coefficient  (b)=20.09 per z‐score weight change, P=0.02]  (Table 7.2). This 
means  that one  z‐score growth during  the  first month of  life was  associated with a 
decrease  in  adult  sum of  4  skinfolds of  0.09  (log‐transformed  scale).  Second,  infant 
growth from 0 to 1 mo was inversely associated with ln(total–to–HDL cholesterol ratio) 
(b=‐0.05, P=0.04). In the multivariable model, growth from 0 to 1 mo and growth from 
1  to  6  mo  were  inversely  associated  with  ln(total–to–HDL  cholesterol  ratio)  in 
adulthood  (b=‐0.06,  P=0.01,  and  b=‐0.07,  P=0.006,  respectively)  (Table  7.2). 
Furthermore, growth from 0 to 1 mo and from 1 to 6 mo showed a positive association 





























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































had a 1‐SD  faster growth  than  the  second‐born  twin  from 0  to 1 mo,  this  first‐born 
twin had  a  0.46‐mmol/l  lower  total  cholesterol  concentration  in  adulthood. Growth 




For  growth  from  1  to  6  mo,  a  positive  association  with  glucose  was  found  in 




finally  inversely  associated with  ln(leptin)  (b=‐0.89, P=0.02) but only  in monozygotic 
twins. 
Intra‐pair difference  in growth from 12 to 24 mo was positively associated with both 
intra‐pair  difference  in  ambulatory  systolic  and  diastolic  blood  pressure  within 
monozygotic  twins  (b=5.95, P=0.01  and b=6.80, P=0.01,  respectively) but not within 




By  including  the  interaction  terms,  we  confirmed  that  the  regression  coefficients 
differed between monozygotic and dizygotic twins in the association between growth 
and triglycerides in the growth window from 0 to 1 mo (P‐interaction=0.04) and in the 
association  between  growth  and  ambulatory  diastolic blood  pressure  in  the  growth 


















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































In  the present  study, we  investigated  the  importance of  genetic  and  environmental 
factors  in  the  associations  between  infant  growth  and  adult  cardiometabolic  risk 
factors.  From pairwise  analysis,  our  data  showed  associations  in monozygotic  twins 
between  infant growth and adult blood pressure,  insulin  sensitivity, most  lipids, and 
leptin,  pointing  to  environmental  factors  as  potential  explanations.  In  contrast,  the 
associations between infant growth and adult triglycerides and fibrinogen were found 
only in dizygotic twins, which indicate that genetic factors were likely to be important. 
Before pair wise analysis, when  the  twins were  regarded as  individuals, we  found a 
diverse  pattern  of  associations  among  the  different  growth windows. We  identified 
associations  between  infant  growth  before  6 mo  and  adult  lipids,  fibrinogen,  and 
leptin, while the association between infant growth and adult blood pressure was only 
apparent  in  the  second  year  of  life. With  regard  to  blood  pressure,  our  data  are 
consistent  with  previous  studies,  which  have  also  shown  that  infant  growth  is 
positively  related  to  adult  blood  pressure16,35.  In  addition,  fibrinogen, of which  high 
concentrations  indicate  a  prothrombotic  state  and  are  related  to  cardiovascular 
disease, was positively associated with growth in the first 6 mo of life, unlike an earlier 
study36.  However,  we  also  identified  potentially  advantageous  associations  with 
(accelerated)  infant growth, as we  found  inverse associations between  infant growth 
before  the  age  of  6 mo  and  adult  total–to–HDL  cholesterol  ratio.  Although  several 
studies  have  identified  a  detrimental  effect  of  (accelerated)  infant  growth  on  adult 
lipids16,19, there is also evidence for a beneficial effect of accelerated infant growth, to 
which we now add another study11,12. 
Finally, with  respect  to  the  association between  infant  growth  and  adult  leptin, we 
found the direction of effect we identified (faster infant growth being associated with 
lower adult leptin) surprising, because a high leptin concentration has been implicated 
in  hypertension,  endothelial  dysfunction,  and  the  development  of  atherosclerosis37. 
Adolescent leptin was not related to infant growth in a previous study18. 
Although  the  body  of  evidence  supporting  a  harmful  effect  of  accelerated  infant 
growth  probably  outweighs  the  evidence  for  a  beneficial  effect,  the  conflicting 
evidence  in  the  literature was  reflected  in  our  data. We mainly  found  detrimental 
effects but also showed beneficial effects of growth on leptin and lipids, which further 
stresses that we need more data to come to a definite potential future public health 
advice.  We  therefore  recommend  large  studies  with  multiple  cardiometabolic 
outcomes  in the same  individuals that would use subsequent  infant growth windows 
as predicting variables. 
















al.21, who used weight gain  from birth  to adulthood as  the growth variable, whereas 
Beardsall  et  al.20  concluded  there were  shared  genetic  factors between weight  gain 




the  association  between  consecutive  growth windows  during  the  critical  period  of 
infancy  and  adult  cardiometabolic  risk  factors  with  analyses  on  how  genetic  and 
environmental factors underlie such associations. Second, we adjusted the results for 
factors  that  are  known  to  influence  growth  and  cardiometabolic  risk  profile,  the 
importance of which was clearly  illustrated by the observed differences between our 
basic  and multivariable models.  By  adjusting  for  the  individual  scores  on  the NCEP 
criteria  for metabolic  syndrome, we  chose  to  regard  each  risk  factor  as  a  separate 
entity  rather  than  part  of  a  syndrome  and  were  able  to  view  the  associations 
independently  of  adult  characteristics.  Finally, we  had  an  extensive  combination  of 
cardiometabolic risk factors available for analysis within the same individuals. 
As a  limitation of our study, extrapolation of growth studies from twins to singletons 
should  be  done  with  caution.  Twins  do  not  have  the  same  prenatal  environment, 
average  birth weight,  gestational  age,  and  growth  patterns  as  singletons,  and  it  is 
debated  whether  they  show  the  same  relationships  between  birth  weight  and 
cardiometabolic risk factors20,39. Second, although we were able to reproduce several 
well‐known associations, it is likely that some of our analyses were underpowered.  
Finally,  in  reality many  traits  and  associations will  be  subject  to  gene‐environment 





have  a negative  impact on other beneficial outcomes  linked  to  accelerated  growth, 
such  as  the  associations we  identified  regarding  lipids  and  leptin,  as well  as  better 
resistance to infections, increased final height, and improved cognitive development40. 
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The  fetal  response  to  an  adverse  intrauterine  environment  –reflected  in  low  birth 
weight‐  is  thought  to  cause  an  increased  risk  for  adult  hypertension.  A  possible 
mechanism by which fetal adaptive responses contribute to hypertension is an adverse 
effect on endothelial  function.  Identifying  individuals with endothelial dysfunction as 
early  as possible may  assist  in understanding  the  inverse  association between birth 





vasodilatation  in  response  to  acetylcholine  (endothelium‐dependent)  and 
nitroprusside  (endothelium‐independent)  in  the  vasculature  of  the  forearm  skin,  by 
use  of  a  laser‐Doppler  device  and  iontophoresis.  Bivariable  and multivariable  linear 




In  the  bivariable  analysis, maximum  perfusion  after  administration  of  acetylcholine 
was positively associated with birth weight,  length, head circumference and maternal 
education  level,  but  negatively  associated  with  maternal  hypertension  during 
pregnancy.  In  the multivariable analysis, head circumference  (b=11.9 perfusion units 
(PU)/z‐score,  P=0.02)  and  hypertension  during  pregnancy  (b=‐25.3  PU  from  non‐
hypertensive  to  hypertensive,  P=0.02)  remained  significantly  associated.  Maximum 
perfusion  after  administration  of  nitroprusside  was  not  related  to  any  of  the 











Birth  weight  is  inversely  associated  with  hypertension,  cardiovascular  disease  and 
other diseases  later  in  life1,2. A  low birth weight  is considered  to be a marker of  the 
fetal  adaptations  to  a  suboptimal  intrauterine  environment.  These  fetal  adaptive 
responses are  thought  to be  the causal  factor  for  the observed association between 
birth  weight  and  adult  disease3.  A  possible  mechanism  by  which  fetal  adaptive 
responses  contribute  to  hypertension  is  an  adverse  effect  on  endothelial  function4. 
One of  the  important  functions of  the endothelium  is  the production of nitric oxide 
(NO),  which  has  important  vasodilatory  properties  and  inhibits  platelet  function5,6. 
Endothelial dysfunction  is  considered a precursor of atherosclerosis,  is an  important 
feature of hypertension and may even precede the development of hypertension7. The 
presence  of  coronary  endothelial  dysfunction  in  adults  predicts  long‐term 
atherosclerotic  disease  progression  and  cardiovascular  events8,9.  Endothelial 
dysfunction  measured  in  the  skin  vasculature  correlates  well  with  cardiovascular 
disease risk in adults10. 
Identifying  individuals with  endothelial dysfunction  as  early  as possible may help  to 
understand the inverse association between birth weight and hypertension, may guide 
future preventive strategies and may offer opportunities for early  intervention. Since 
endothelial  vasodilatory  function  can  be measured  non‐invasively  by  use  of  laser‐
Doppler  flowmetry,  this  technique  is  suitable  for  research  in  the  neonatal  period. 
Previous  studies  using  laser‐Doppler  flowmetry  have  shown  that  birth  weight  is 
positively  associated  with  the  vascular  response  to  acetylcholine,  an  endothelium‐
dependent vasodilator, in term and near‐term newborns11,12. This association was not 
found  in  infants born preterm at  the age of  three months,  leading  to the hypothesis 
that endothelial dysfunction develops late in pregnancy13.  




are associated with endothelial  vasodilatation.  Furthermore,  it may be  important  to 
adjust  analyses  for  specific  factors  which  can  affect  endothelial  vasodilatation  in 
newborns, such as gestational diabetes, maternal smoking and a low parental level of 
education. 






From  January  2006  to  May  2010,  healthy  term  newborns  (gestational  age 
37‐42 weeks)  who  were  born  at  Maastricht  University  Medical  Center,  The 
Netherlands,  and  remained  at  the  hospital  for  at  least  3  days  were  eligible  to 
participate  in  the study. Exclusion criteria were perinatal hypoxia, acidosis,  infection, 









shortly after  feeding, when  the children were asleep. Local microvascular  skin blood 
flow of the dorsal side of the forearm was measured using single‐point  laser‐Doppler 
flowmetry (Periflux system, Perimed A.B., Sweden) before and after pharmacologically 
induced vasodilatation. Blood perfusion was  recorded  in perfusion units  (PU), which 
correlate with the number and velocity of passing blood cells  in the microvasculature 
of  the  skin.  Endothelium‐dependent  vasodilatation  was  induced  by  acetylcholine, 
which is known to release NO and prostanoids from the endothelium, with a possible 
accessory  role  for  endothelium‐derived  hyperpolarization  factor  in  adults14. 
Endothelium‐independent  vasodilatation was  induced  by  nitroprusside,  a  direct NO 
donor15. Administration of both drugs across the skin was realized by iontophoresis, a 
technique  that uses a weak current  to  transport  substances  in  ionic  form across  the 
skin.  The  drug  delivery  electrode was  incorporated  in  the  laser‐Doppler  probe.  The 
study  protocol  prescribed multiple  successive  doses  resulting  in  a  cumulative  dose 
response curve. For acetylcholine (1% solution, Miochol, Novartis Pharma) 7 successive 
doses  were  administered  with  a  60  second  interval,  and  for  nitroprusside  (0.1% 
solution,  sodium  nitroprusside)  9  doses  with  a  90  second  interval  were  used. 
Administration required 20 seconds of  iontophoresis using a 0.10 mA anodal current 
(acetylcholine) or a 0.20 mA cathodal current (nitroprusside)16. For statistical analysis, 
the  average  perfusion  values  in  a  steady  period  of  at  least  30  seconds  without 
significant  movement  artifacts  were  taken  at  baseline  and  at  maximum  attained 
perfusion by use of  specially designed  software  (Perisoft, Perimed A.B., Sweden). All 





Birth  weight was  collected  from  the  clinical  records,  after  it  was measured  on  an 
electronic  scale  (accurate  to one gram) as part of  the usual delivery protocol  in our 
hospital.  Further  anthropometry  was  performed  by  two  experienced  researchers. 








Based  on  the  literature,  several  potential  covariates  were  considered,  besides 
anthropometry.  The  following  data  were  collected  from  hospital  records:  sex19,20, 
gestational age (based on the first day of the last menstrual period, recorded accurate 
to  one  day)13,  maternal  hypertension  during  pregnancy  (includes  preexistent 
hypertension,  gestational  hypertension,  preeclampsia  and  HELLP  syndrome)20, 
gestational diabetes21 and mode of delivery22. Assisted pregnancy (including hormonal 
stimulation of ovulation, in vitro fertilization and intracytoplasmic sperm injection) and 
parity  were  also  considered  potentially  important,  as  was  blood  pressure  of  the 
newborn.  Blood  pressure  was  measured  on  the  arm  using  an  automated  blood 
pressure recorder (Philips M1008B module, Eindhoven, Netherlands) shortly before or 
after assessment of endothelial vasodilatation, when the newborn was quiet or asleep. 
Measurements were  taken  by  an  experienced  researcher, with  the  newborn  in  the 
supine position, using an arm circumference‐adjusted cuff. Systolic, diastolic and mean 
arterial blood pressure were recorded as mean of 2 measurements. 
Parents  were  interviewed  with  regard  to maternal  smoking,  feeding mode  (breast 
feeding or not), parental ethnic background (Dutch descent or not), level of education 
and family history of cardiovascular disease. Level of education was defined as follows: 
0=no  education/  only  primary  school,  1=secondary  school:  lower  level  or  lower 
secondary  education,  2=secondary  school:  intermediate or  high  level  and  3=tertiary 
education. Family history of cardiovascular disease was analyzed in four groups: 0=no 
cardiovascular diseases in the family, 1=hypertension, hypercholesterolemia or type 2 
diabetes  in  a  second‐degree  relative  <60  years,  2=cardiovascular  event  (transient 
ischemic attack, stroke or myocardial infarction) in a second‐degree relative <60 years 
and 3=hypertension, hypercholesterolemia, type 2 diabetes or a cardiovascular event 







of 20 newborns and evaluated by  the  intra‐class coefficient  (ICC). To compare group 
means,  the  appropriate  dependent  or  independent  samples  t‐test was  used.  Linear 
regression was  used  to  assess  the  associations  between  anthropometry,  covariates 
and vasodilatation. First, a bivariable analysis with maximum perfusion as the outcome 
variable  and  all  variables  entered  separately  was  performed.  The  corresponding 
baseline  perfusion was  always  included  in  the model  as  a  covariate  to  account  for 
baseline  perfusion  differences.  Second,  the  significant  variables  from  the  bivariable 
analysis  were  simultaneously  entered  into  a  multivariable  model  using  the  enter 
approach. Differences between  regression models were analyzed using  the F‐change 




104  Newborns were  included  in  the  study,  of whom  two were  excluded  from  the 
analysis due  to  technical problems. The baseline  characteristics of  the  study  sample 
are given in Table 8.1. The ICC for inter‐observer variability of the obtained signal was 
>0.98  for  all  perfusion  values.  The  mean  baseline  perfusion  of  the  acetylcholine 





mode  were  not  associated  with  acetylcholine‐induced  or  nitroprusside‐induced 
maximum perfusion  in bivariable analysis  (data not shown). The small for gestational 













































In  bivariable  analysis,  all  anthropometric  measurements,  except  weight  for  height 
z‐score, were found to be positively associated with maximum perfusion in response to 
the administration of acetylcholine (Table 8.2). The smallest effect size was found for 
weight  and  larger  effect  sizes  were  found  for  height  and  head  circumference.  In 
addition,  a  statistically  significant  inverse  association  was  found  with  hypertension 











































































































































































































































































































































































































































































































































































































































multivariable  model.  In  this  analysis,  besides  baseline  perfusion  (b=2.43  PU/PU, 
P<0.0001),  only  head  circumference  (b=11.91  PU/z‐score,  P=0.02)  and  hypertension 
during  pregnancy  (b=‐25.34  PU  from  non‐hypertensive  to  hypertensive,  P=0.02) 
remained significantly associated. Since birth weight,  length and head circumference 
were  correlated at  least with a  correlation coefficient of 0.60, an additional analysis 
was performed  to study  the  independent  importance of head circumference. Adding 
birth weight or length to a multivariable model containing head circumference and the 
significant covariates from the bivariable analysis did not improve the fit of the model 
(F‐change  test  P=0.37  and  P=0.48,  respectively).  Adding  head  circumference  to  a 
multivariable  model  containing  either  birth  weight  or  length  and  the  significant 
covariates  from  the  bivariable  analysis  improved  the  fit  of  the  birth weight model 
(F‐change  test P=0.01), but did not  significantly  improve  the  fit of  the  length model 
(P=0.07). Adding systolic blood pressure to any of the above models did not change the 
results. Excluding 27 newborns who had birth weight percentile <p10 yielded similar 
results  in  the  multivariable  analysis.  The  association  of  head  circumference  with 
endothelium‐dependent  vasodilatation  is  visualized  in  Figure  8.1,  by  dividing  the 
sample in quintiles for head circumference and by use of the uncorrected data. Figure 
8.2  shows  the  association  of  hypertension  during  pregnancy  with  endothelium‐



















Figure 8.1  Association  of  head  circumference  (Quintiles)  with  maximum  perfusion  in  response  to 
acetylcholine  and  nitroprusside.  Results  are  shown  as mean  ±  standard  error  of  the mean 





















Figure 8.2  Association  of  hypertension  during  pregnancy  with  maximum  perfusion  in  response  to 
acetylcholine  and  nitroprusside.  Results  are  shown  as mean  ±  standard  error  of  the mean 
(SEM).  Acetylcholine  represents  endothelium‐dependent  vasodilation,  nitroprusside 




In  the  bivariable  analysis,  no  anthropometric  measurement  was  associated  with 
maximum  perfusion  after  administration  of  nitroprusside. However,  gestational  age 
was  negatively  associated  with  maximum  perfusion  (b=‐11.08  PU/week,  P=0.009). 
There were no other associations found with maximum response to nitroprusside. 
Similar  results were  obtained  in  all  analyses when  vasodilatation was  expressed  as 
absolute perfusion change from baseline. 
Discussion 
This  study  showed  that  both  anthropometric measures  and maternal  hypertension 
during pregnancy are associated with endothelial vasodilatation in the first week of life 
in  a  large  study  sample,  corrected  for  multiple  covariates  and  by  use  of  parallel 
endothelium‐dependent and endothelium‐independent measurements. We obtained 
similar  values  for maximum  vasodilatation  in  response  to  acetylcholine  (73  PU)  as 
reported  for normal birth weight children  (76 PU)  in a previous study12 and our data 




It  can  be  expected  that  the  observed  positive  association  between  body  size  and 
endothelial  vasodilatation  indicates  an  effect  of  fetal  adaptive  responses  to 
unfavorable  intrauterine  conditions.  Several  mechanisms  may  be  involved  in  this 
association.  First,  endothelial  dysfunction  is  linked  to  decreased  endothelial  NO 
synthase bioactivity and expression, leading to reduced NO synthesis, as shown in rat 
studies after  intrauterine undernutrition24. Second,  in the same animal model,  it was 
shown  that endothelial dysfunction was  related  to enhanced oxidative  stress, which 
can also reduce the bioavailability of NO25. The other two main pathways ‐next to NO‐ 
that  mediate  vasodilatation  after  endothelial  stimulation,  endothelium‐derived 
hyperpolarization  factor and prostaglandins, do not seem  to be  importantly affected 
by  intrauterine growth  restriction26. Third, one can  speculate  that  there  is a  role  for 
angiotensin II receptor type 2 (AT2), which is mainly expressed intrauterinely, followed 
by  a  rapid  decline  after  birth,  and  is  involved  in  vasculogenesis  and  repair  after 
vascular  injury27.  AT2  deficient  mice  show  reduced  flow‐dependent  (endothelium‐
dependent)  dilatation28.  Although  there  are  alternative  findings  in  other  organs29, 
nutrient  restricted  (intrauterine growth  retarded) ovine  fetuses  show a  reduction of 
AT2  in the heart30. Finally,  it has been suggested that  low birth weight babies have a 
functional  impairment  of  endothelial  progenitor  cells,  which  are  important  in 
vasculogenesis and repair of endothelial damage, in cord blood4. 
Low birth weight  is associated with endothelial dysfunction  later  in  life31,32. Our data 
imply  that  the excess  risk  for hypertension  in  low birth weight  individuals  is already 
apparent  in newborns, and remains present throughout  life. The results of this study 
represent a single measurement in the first week of life and therefore there is a need 
for  longitudinal  studies  on  the  association  between  birth  weight  and  endothelial 
function.  It  should  also  be  addressed  whether  endothelial  function  is  further 
influenced by other  factors,  such  as  growth33.  Individuals with persistent  (increased 
risk  of)  endothelial  dysfunction, may  be  eligible  for  (early)  prevention  programs  or 
future interventions. Interventions that have a favorable effect on endothelial function 
in  adults  are  for  example  supplementation  of  folic  acid34,  exercise35  or  statin 
treatment36.  Improvement of endothelial function  is associated with an  improvement 
in cardiovascular prognosis37.  
The results of the multivariable analysis with endothelium‐dependent vasodilatation as 
the dependent  variable were  similar after exclusion of 27  individuals who had birth 
weight percentile <p10 (this number is probably high [26%] because of recruitment of 
our  study  population  in  a  tertiary  center),  which  indicates  that  the  observed 
associations are also present  in  ‘normal’ (>p10) newborns. This suggests that even  in 




circumference  is more  strongly associated with endothelial  vasodilatation  than birth 




was not based on  a  small  statistical difference  (because of  correlation between  the 
anthropometric  variables),  it was  shown  that  adding  birth weight  or  length  did  not 
improve the fit of the model which only contained head circumference. The other way 
around, adding head circumference to a model with birth weight did  improve the fit, 
while  we  could  not  statistically  show  the  same  improvement  for  length,  P=0.07. 
Nevertheless, we feel confident to conclude that head circumference ‘summarizes’ the 
other  anthropometric  associations.  Head  circumference  may  represent  a  different 
intrauterine growth pattern than the other growth parameters. It has been suggested 
that  small  head  circumference  represents  slow  growth  during  the  entire  course  of 
gestation38.  Alternatively,  small  head  circumference  may  indicate  more  severe 
intrauterine  growth  retardation.  In  accordance  with  the  above,  the  well‐known 
associations between birth weight and hypertension and cardiovascular disease  later 
in  life  have  also  been  found  for  head  circumference38‐40.  The  relevance  of  head 
circumference  may  have  implications  for  research,  counseling  and  possibly  for 
guidance of interventions.  
Another  important  finding  in  our  study  is  the  inverse  association  of  hypertension 
during  pregnancy  with  endothelium‐dependent  vasodilatation,  but  not  with 
endothelium‐independent  vasodilatation.  Preeclampsia  may  be  complicated  by  a 





sex‐specific alterations over the  first  three days of  life20. However,  this study did not 
include  induction of vasodilatation by acetylcholine or nitroprusside and an effect of 
hypertension during pregnancy was not  found earlier  in other  studies  in  infants12,13. 
Our  results  are  in  accordance with  a  recent  study  in  prematurely  born  offspring  of 
hypertensive  pregnancies,  which  concluded  that  endothelial  function  (measured  in 
young adulthood, as flow‐mediated dilatation in the brachial artery) plays a key role in 
the development of hypertension42. Our  study adds  that  this  is also apparent  in  the 
microvasculature  of  term  offspring  and  it  can  already  be  found  shortly  after  birth. 
Mothers  suffering  from  preeclampsia  or  gestational  hypertension  are  subject  to 
endothelial  dysfunction43,  and  the  development  of  endothelial  dysfunction  in  their 





or  gestational  hypertension. Unfortunately,  therefore we  did  not measure  any  pre‐




preeclampsia  and  the  HELLP  syndrome,  but  also  preexistent  hypertension  and  the 
diagnoses  were  all  collected  from  hospital  records.  The  observed  association  was 
however consistent and of large effect size, despite the broad case definition used.  
Importantly, our findings regarding the associations of anthropometric measures with 
endothelium‐dependent  vasodilatation  were  not  replicated  for  endothelium‐
independent  vasodilatation.  This  suggests  that  small  size  at  birth  and  possibly 
intrauterine  growth  retardation  are  selectively  affecting  endothelial  vasodilatation. 
However, we did  find an  inverse association of gestational age with  the  response  to 
nitroprusside. This  is  in accordance with earlier work,  in which a negative correlation 
between gestational age and vascular response  to heat  (which  is another method  to 
measure endothelium‐independent vasodilatation) was found in preterm newborns19. 
This association was however not found in other studies44‐46.  
In  conclusion,  this  study  showed  that body  size, head  circumference  in particular,  is 
positively  associated  with  endothelial  vasodilatation  in  newborns,  whereas 
hypertension during pregnancy is inversely associated with endothelial vasodilatation. 
As  endothelial  dysfunction  is  an  important  feature  of  hypertension  and may  even 
precede  its development, our  results  can be useful  in  future  research  regarding  the 
inverse  association  between  birth  weight  and  hypertension.  Furthermore,  early 
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Low  birth weight  and  accelerated  infant  growth  are  associated with  cardiovascular 
disease  in  adulthood.  Endothelial  dysfunction  is  regarded  as  a  precursor  of 
atherosclerosis and is also related to infant growth. We aimed to examine whether an 
association between  infant growth and endothelial function  is already present during 
discrete periods of growth during the first 6 months of  life  in healthy term  infants. A 
cohort of 104 newborns was studied  in  the  first week after birth and  reexamined at 
the  age  of  6  months.  Maximum  vasodilatation  in  response  to  acetylcholine 
(endothelium  dependent)  and  nitroprusside  (endothelium  independent)  was 
measured  in  the vasculature of  the  forearm skin, using  laser Doppler  flowmetry and 
iontophoresis.  Growth  was  calculated  as  difference  in  z‐scores  for  weight,  length, 
weight‐for‐length, and head circumference. Multivariable multilevel  linear  regression 
was  used  for  the  analysis.  Growth  from  0  to  1 month  (calculated  as  difference  in 
weight) was  the only window  in  the  first 6 months of  life  that was  significantly and 
inversely  associated  with  endothelium‐dependent  vasodilatation  at  6  months 
(b=−11.72 perfusion units per z‐score, P=0.01 in multivariable analysis). Birth size was 
not  important  when  considered  simultaneously  with  infant  growth.  Maximum 
endothelium‐independent vasodilatation was not associated with birth size or growth 
parameters. We conclude that growth in the first month of life is inversely associated 





Birth weight  is  inversely  associated with  adult  hypertension,  cardiovascular  disease, 
and other diseases1,2. Accelerated postnatal  growth  (catch‐up  growth)  is one of  the 
proposed mechanisms  to  explain  this  relationship3. More  specifically,  growth during 
infancy (mostly defined as 0‐2 years) has been proven to be an  important critical age 
window. Accelerated infant growth has been associated with adult cardiovascular risk 
factors,  including  reduced  insulin  sensitivity,  an  adverse  lipid  profile,  and 
hypertension4,5. 
Along with conventional  risk  factors  for cardiovascular disease, preclinical,  functional 
vascular  impairment  has  also  been  linked  to  accelerated  infant  growth,  including 
endothelial  dysfunction6.  Endothelial  dysfunction,  considered  a  precursor  of 
atherosclerosis  in  adults7,  is  an  important  feature  of  hypertension  and  may  even 
precede  the  development  of  hypertension8.  Furthermore,  adolescent  endothelial 
dysfunction is a sensitive early marker of an adverse cardiovascular phenotype9.  
Although  the  associations  between  infant  growth  and  adult  adverse  cardiovascular 
outcomes  have  been  studied  extensively  in  retrospect,  studies  prospectively 
investigating the early effects of  infant growth are  less common.  In one study, small‐
for‐gestational‐age  (SGA)  infants with weight catch‐up growth  in  the  first year of  life 
had higher levels of fasting insulin at the age of 1 year than SGA infants without catch‐
up  growth  or  appropriate‐for‐gestational‐age  infants10.  In  another  study,  a  positive 
association was  found  between  growth  during  the  first  6 months  of  life  and  blood 
pressure  at  as  early  as  the  age  of  3  years11. With  regard  to  endothelial  function, 
however,  there  is  a  need  for  prospective  studies with measurements  early  in  life, 
because retrospective studies are more likely to be subject to bias (e.g. recall bias). 
In the present study, we collected  follow‐up data  from a cohort of 104 newborns,  in 
whom  we  have  previously  shown  inverse  associations  between  body  size  and 
endothelium‐dependent  vasodilatation. We  performed  these  measurements  in  the 
forearm skin  in the first week of  life using  laser Doppler flowmetry and  iontophoresis 
of  acetylcholine,  an  endothelium‐dependent  vasodilator12.  Data  obtained  by  this 
technique are associated with markers of systemic endothelial function13, are strongly 
correlated with  flow‐mediated  dilatation  of  the  brachial  artery14,  and  are  linked  to 
coronary microvascular function15 in adults. 
The primary aim of the present study was to examine whether there is an association 
between  (critical  windows  of)  infant  growth  and  endothelium‐dependent 
vasodilatation already in the first 6 months of life in healthy term infants. Second, we 
examined whether body size at birth or early postnatal growth  is more  important  in 












Measurements were performed  in  the  first week of  life and at  the age of 6 months. 
Local microvascular skin blood flow was measured in perfusion units (PU) on the dorsal 
side of  the  forearm.  These data were obtained by use of  single‐point  laser Doppler 
flowmetry (Periflux System, Perimed AB, Sweden), before and after pharmacologically 
induced  vasodilatation.  Endothelium‐dependent  vasodilatation  was  induced  by 
acetylcholine,  and  endothelium‐independent  vasodilatation  was  induced  by 






Birth  weight  was  collected  from  the  clinical  records  after  it  was measured  on  an 
electronic scale (accurate to 1 g) as part of the usual delivery protocol in our hospital. 
All other anthropometry was performed by 2 experienced researchers. All data points 
were  converted  into  SD  scores  (z‐scores),  using  reference  data  accurate  to  1  day. 
Furthermore, we collected growth data (weight, length, and head circumference) from 




maternal  hypertension  during  pregnancy,  17  gestational  diabetes19,  and  mode  of 
delivery20. Assisted pregnancy and parity were also considered potentially  important, 
as was blood pressure of the infant. Blood pressure was measured on the arm using an 








feeding22,  parental  ethnic  background,  level  of  education,  and  family  history  of 
cardiovascular disease.  Level of education was expressed dichotomously,  and  family 





points  was  used  to  assess  the  associations  among  growth,  covariates,  and 
vasodilatation.  First,  all  variables  were  tested  separately  in  a  basic  analysis  with 
maximum  perfusion  as  the  outcome  variable  and  sex,  time  point,  and  baseline 
perfusion as covariates. Because we showed their importance previously, hypertension 
during pregnancy was  included  in  the acetylcholine basic model, and gestational age 
was added to the nitroprusside basic model12. Second, the variables with P<0.10 from 
the  basic model  were  added  to  the  basic  birth  size  and  growth models  to  create 
multivariable models. Third, the growth parameters that showed a P value <0.10 in the 
multivariable model when considered over the 0 to 6 months period were studied  in 
more  detail  by  decomposing  growth  into  3  age windows:  0  to  1,  1  to  3,  and  3  to 








This  yielded  a  total  of  87  and  86  successful  protocols  of  acetylcholine  and 
nitroprusside, respectively. At birth, there were 102 and 94 successful measurements 
of acetylcholine and nitroprusside,  respectively. The  reason  for  the  lower number of 
successful  nitroprusside  protocols  at  birth  was  that  acquiring  an  acetylcholine 
measurement (always performed first) had sometimes taken too long for the newborn 
or the parents. The 90  infants who returned for a second visit did not differ from the 








In Table S9.1  in  the online‐only Data Supplement,  the characteristics of all  infants of 
whom vascular measurements were available from the second time point of our study 
(6 months) are shown. When the data from Table S9.1 were statistically tested, there 
was  no  difference  in  baseline  perfusion  between  the  acetylcholine  and  the 
nitroprusside  protocols  at  birth  and  the  age  of  6  months  (P=0.3412  and  P=0.55, 
respectively).  At  birth,  maximum  perfusion  in  response  to  acetylcholine  was 
significantly  lower  than maximum  perfusion  in  response  to  nitroprusside  (69.8  PU 
versus 127.6 PU; P<0.0001)12; at  the age of 6 months,  this difference was no  longer 
significant  (117.5  versus  127.3  PU;  P=0.06).  Maximum  perfusion  in  response  to 
acetylcholine  (endothelium‐dependent  vasodilatation)  was  higher  at  the  age  of 
6 months  than  at  birth  (P<0.0001),  whereas  maximum  perfusion  in  response  to 
nitroprusside  (endothelium‐independent  vasodilatation)  was  similar  at  both  ages 
(P=0.89).  The  exact  age  of  measurement  at  birth  did  not  influence  vascular 
measurements  in  our  sample12,  and  exact  age  of measurement  (in  days)  was  not 
associated  with  maximum  response  to  acetylcholine  or  nitroprusside  in  linear 






Maximum  skin  perfusion  in  response  to  acetylcholine  at  the  age  of  6 months was 
positively  associated  with  all  measures  of  size  at  birth,  except  weight‐for‐length 
z‐score, in both the basic and the multivariable analyses (Table 9.1). However, none of 
these birth sizes, when  included  in  the appropriate multivariable models  for growth, 
remained  significantly  associated  with  maximum  skin  perfusion  in  response  to 
acetylcholine at the age of 6 months: birth weight b=0.62, P=0.85; birth length b=1.81, 
P=0.60;  birth  weight‐for‐length  b=−0.64,  P=0.87;  and  head  circumference  at  birth 
b=5.96, P=0.08. With regard to the growth parameters, growth expressed as change in 
weight  z‐score  was  significantly  negatively  associated  with  maximum  perfusion 
(b=−8.15 PU per z‐score; P=0.02 in the multivariable analysis). There was a trend for an 
























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Basic  model  acetylcholine:  Adjusted  for  baseline  perfusion,  time  point,  sex  and  hypertension  during  pregnancy. 
Multivariable model acetylcholine: Basic model also adjusted  for maternal education  level, paternal education  level and 
maternal  weight.  Basic  model  nitroprusside:  Adjusted  for  baseline  perfusion,  time  point,  sex  and  gestational  age. 
Multivariable model nitroprusside: Basic model also adjusted for maternal education level, paternal education level, ethnic 
background,  family  history  of  cardiovascular  disease, maternal weight  and  paternal  height.  *Growth  parameters were 
always additionally adjusted for baseline value; so 'Weight [Δ z‐score 0‐6]' was adjusted for weight z‐score at birth. †There 









the  3  subwindows  of  growth  in  weight  and  weight‐for‐length  (0–1,  1–3,  or  3–6 
months) was most important, they were also tested simultaneously (Table 9.2). Weight 
growth  from  0  to  1  month  was  the  only  subwindow  significantly  associated  with 
maximum perfusion  in response to acetylcholine (b=−11.72; P=0.01), and analogously 
weight‐for‐length  growth  from  0  to  1 month was  solely  associated with maximum 
perfusion (b=−9.45; P=0.03). Next, in a separate analysis, all SGA infants (birth weight 
<p10; n=27) were excluded from these final models. The results were similar, although 
non‐significant  for weight‐for‐length, despite a drop  in number of participants  in  the 















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































with  endothelium‐dependent  vasodilatation,  already  at  the  age  of  6  months, 




growth  (during  the  first 2 weeks of  life) was  associated with  adolescent endothelial 
function in individuals born preterm6. Moreover, we have shown a similar association 
at  a much  younger  age  and, notably,  that  the  association  is  also present  in healthy 
infants, born at  term.  In addition, we confirmed  that  the association between  infant 
growth and endothelium‐dependent vasodilatation  is not confined to SGA  infants but 
extends  to  appropriate‐for‐gestational‐age  infants6.  The  latter  emphasizes  that  even 
growth  in  the  spectrum  of  a  normal  population  may  have  negative  effects  on 
endothelium‐dependent  vasodilatation.  It  should  also  be  noted  that,  in  separate 
models,  growth  consistently  showed  a  negative  influence,  in  both  an  age  period  in 
which  the  infants  showed  slow  growth  (0–1 month)  and  in  a  period  in which  they 








further stresses  that  fast  infant growth  is not necessarily optimal growth  in  the  long 
term24. Our study therefore emphasizes the potential of early parental counseling and 
of interventions regarding infant growth. In addition, the fact that an effect of growth 
on endothelium‐dependent  vasodilatation  is now  shown  so early  in  life  also  implies 
that there may be a large age window (6 months to adolescence) in which individuals 
with accelerated growth  in  the  first month of  life may benefit  from  (lifestyle) advice 
regarding their possibly increased risk for endothelial dysfunction. This advice may be 
composed of many different aspects. For example, in adults, exercise25 has a favorable 
effect  on  endothelial  function.  In  turn,  improvement  of  endothelial  function  is 
associated with an improvement in cardiovascular prognosis26.  
Although  there  is  no  concrete  evidence  for  a  mechanism  behind  the  observed 
association  between  accelerated  growth  and  endothelial  function  specifically,  there 
are several hypotheses. Accelerated infant growth, at least postnatal overfeeding, may 
exert  its effect by  impacting on  the hypothalamus‐pituitary‐adrenal axis,  the growth 
hormone‐insulin‐like  growth  factor  axis,  or  on  appetite  hormones  like  leptin,  as 
reviewed  by  Guilloteau  et  al.27.  There  is  also  a  possible  role  for  epigenetic 
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modifications, which  have  been  shown  to  occur  after  post‐weaning diet  changes  in 
mice28. Alternatively, and  focusing on endothelial  function, one could  speculate  that 
endothelial dysfunction acts as a defense mechanism  to protect  the  infant  from  the 
adverse  effects of  even  faster  growth, because  endothelial dysfunction may  lead  to 
decreased  nutrient  and  oxygen  supply  to  the  growing  tissues. Another  possibility  is 






significant  increase  in endothelium dependent vasodilatation  from birth  to 6 months 
and  a  steady  endothelium‐independent  vasodilatation.  With  regard  to  the 
development of  endothelial  function, our  data  support  a  role  for  postnatal  growth, 




olds,  adolescents,  and  adults6,33,34.  However,  this  poses  a  problem  because  SGA 
newborns  already  show  signs  of  endothelial  dysfunction  at  birth12,35,36.  Apparently, 
slow  intrauterine growth and  fast postnatal growth may both be  linked  to  impaired 
endothelial  function  later  in  life.  It  is possible  that accelerated postnatal growth  is a 
second hit, which adds  to an already existing excess  risk  in SGA  infants. We  suggest 
that  this  second  hit  is  more  powerful  than  the  effect  of  being  SGA.  This  view  is 
supported  by  our  finding  that  birth  weight  was  negatively  associated  with 
endothelium‐dependent  vasodilatation  at  6  months  when  its  effect  was  tested 
separately from growth but not in simultaneous analysis with growth. Because growth 
and birth weight are closely related, growth may override the effect of birth weight in 
statistical testing when  its effect  is more powerful.  In  line with our observations, the 
study  by  Singhal  et  al.6  also  showed  a  significant  influence  of  birth  weight  on 
endothelial  function  at  the  age  of  16  years, when  growth was  not  included  in  the 
model. A multihit hypothesis for the development of cardiovascular and renal diseases 
has  been  proposed  earlier,  the  first  hit  being  low  birth weight  and  the  second  hit 
being, for example, rapid weight gain37. 
Our  study  has  several  distinctive  features  in  the  field,  the  first  being  a  prospective 
study  that  has  taken many potential  confounding  factors  into  account.  Second,  our 
results can be extrapolated to the general population to a high degree because of the 
healthy,  term  study population. However, our  sample was  recruited  in  an  academic 
hospital  and,  for  example,  had  a  higher  rate  of  cesarean  sections  than  the  general 
population. Third, we showed that the observed associations regarding  infant growth 
were absent when an endothelium  independent vasodilator was used. This  suggests 








causality.  Second,  because  of  the modest  study  size, we were  not  able  to  explore 
potentially important interactions between growth and other variables. Third, we used 
laser Doppler  flowmetry of  the  forearm  skin  to  assess  endothelial  function because 
this  is  the  most  feasible  technique  for  use  in  newborns  and  infants.  Although 
endothelial  dysfunction  measured  in  the  skin  vasculature  correlates  well  with 
cardiovascular disease  risk  in adults38 and endothelial dysfunction  is  thought  to be a 
sensitive early marker  in adolescence associated with an adverse  later cardiovascular 
phenotype9, we  cannot be  sure what  the exact meaning of endothelium‐dependent 




our peripheral  vascular measure  and endothelial dysfunction  in  the  conduit  arteries 
(the main site of atherosclerosis)  in  infants  is unknown. Finally, we have only studied 




associated  with  endothelium  dependent  vasodilatation  at  the  age  of  6  months  in 
healthy  infants  born  at  term,  regardless  of  SGA  or  appropriate‐for‐gestational‐age 
condition at birth. Birth size was not  important when considered simultaneously with 
infant  growth.  These  data  underline  the  potential  of  counseling  and  intervening  in 
early  infant growth to prevent  later cardiovascular disease and these data open up a 







2.   Bergvall N,  Iliadou A,  Johansson  S, de  Faire U, Kramer MS, Pawitan Y, Pedersen NL,  Lichtenstein P, 
Cnattingius  S. Genetic  and  shared  environmental  factors do not  confound  the  association between 
birth weight and hypertension: a study among Swedish twins. Circulation. 2007;115:2931‐2938 






lowand middle‐income‐country  cohorts: when  does weight  gain matter?  Am  J  Clin  Nutr.  2009;89: 
1383‐1392 






9.   Lazdam M,  Lewandowski AJ,  Kylintireas  I,  Cunnington  C, Diesch  J,  Francis  J,  Trevitt  C, Neubauer  S, 
Singhal A,  Leeson P.  Impaired endothelial  responses  in apparently healthy young people associated 
with  subclinical  variation  in  blood  pressure  and  cardiovascular  phenotype.  Am  J  Hypertens. 
2012;25:46‐53 
10.   Soto N,  Bazaes  RA,  Peña  V,  Salazar  T,  Avila  A,  Iñiguez G, Ong  KK, Dunger DB, Mericq MV.  Insulin 









14.   Debbabi H, Bonnin P, Ducluzeau PH,  Lefthériotis G,  Levy BI. Noninvasive assessment of  endothelial 
function in the skin microcirculation. Am J Hypertens. 2010;23:541‐546 
15.   Khan  F,  Patterson  D,  Belch  JJ,  Hirata  K,  Lang  CC.  Relationship  between  peripheral  and  coronary 
function using laser Doppler imaging and transthoracic echocardiography. Clin Sci. 2008;115:295‐300 
16.   Stark MJ,  Clifton  VL, Wright  IM.  Sex‐specific  differences  in  peripheral microvascular  blood  flow  in 
preterm infants. Pediatr Res. 2008;63:415‐419 
















23.   Kramer  MS,  Guo  T,  Platt  RW,  Vanilovich  I,  Sevkovskaya  Z,  Dzikovich  I,  Michaelsen  KF,  Dewey  K; 
Promotion of Breastfeeding Intervention Trials Study Group. Feeding effects on growth during infancy. 
J Pediatr. 2004;145:600‐605 
24.   Ong  KK.  Catch‐up  growth  in  small  for  gestational  age  babies:  good  or  bad?  Curr  Opin  Endocrinol 
Diabetes Obes. 2007;14:30‐34 
25.   Hambrecht R, Wolf A, Gielen S, Linke A, Hofer  J, Erbs S, Schoene N, Schuler G. Effect of exercise on 




















34.   Leeson  CP,  Kattenhorn  M,  Morley  R,  Lucas  A,  Deanfield  JE.  Impact  of  low  birth  weight  and 
cardiovascular risk factors on endothelial function in early adult life. Circulation. 2001;103:1264‐1268 




37.   Simeoni  U,  Ligi  I,  Buffat  C,  Boubred  F.  Adverse  consequences  of  accelerated  neonatal  growth: 
cardiovascular and renal issues. Pediatr Nephrol. 2011;26:493‐508 
38.   IJzerman RG, de  Jongh RT, Beijk MA, van Weissenbruch MM, Delemarrevan de Waal HA, Serné EH, 







































Accelerated  infant  growth  is  related  to  later  cardiovascular  disease  risk.  We 
hypothesized  that  the  harmful  association  between  infant  growth  and  endothelial 
function at 6 months we identified earlier would persist to the age of 24 months and, 




In  a  prospective  study  104  healthy  term  newborns  underwent  anthropometry  and  
measurements  of  vascular  vasodilatation  at  0,  6,  12  and  24 months. We  recorded 
maximum  vasodilatation  in  response  to  acetylcholine  (endothelium‐dependent)  and 
nitroprusside  (endothelium‐independent)  by  use  of  laser‐Doppler  vascular  perfusion 
monitoring  of  the  forearm  skin  vasculature.  Additional  anthropometry  at  1  and 




Weight  gain  from  0‐1 month was  associated  inversely with maximum  perfusion  in 
response  to  acetylcholine  (b=‐8.28  PU  per  Δ  z‐score,  P=0.03).  Weight  gain  from 
0‐1 month was related positively  to maximum perfusion  in response to nitroprusside 











Cardiovascular  disease  is  one  of  the  leading  causes  of  morbidity  and  mortality 
worldwide1. Low birth weight is related to mortality from cardiovascular disease, which 
has  been  termed  the  ‘Barker  hypothesis’2.  Evidence  is  thereby  accumulating  that 
accelerated  infant  growth  is  related  to  later  cardiovascular  disease  risk3‐6. As  infant 
growth  is  largely  nutrition‐driven  and  accelerated  growth may  thereby  be  avoided, 
infant  growth  is  a  potential  target  for  primary  prevention  to  target  long‐term 
cardiovascular health7. It should however be kept  in mind that there  is a complicated 
trade‐off with  the  beneficial  effects  of  accelerated  early  growth,  such  as  improved 
neurodevelopmental outcome8. 
Endothelial function  is considered a precursor of atherosclerosis and has been shown 
to  precede  an  adverse  cardiovascular  phenotype  in  adolescents9.  By  use  of  a 
prospective longitudinal design, we have shown earlier that infant growth is inversely 
associated  with  endothelial  function  during  the  first  6 months  of  life10. When  we 
compared  growth  from  0‐1,  1‐3  and  3‐6  months,  growth  during  the  first  month 
seemed to be of particular importance. There is increasing evidence that this very early 
growth  period  is  of  major  significance  for  long‐term  risk4,11.  During  the  first  few 
months, growth velocities are high and, moreover, especially small for gestational age 
infants are more  likely  to cross percentile  lines upwardly. The period of high growth 
velocity continues until about the age of 1 year. Therefore, it is of importance to know 
whether our observed association persists into older age, when growth is more stable 
and  the potentiating  fast growth period  longer ago. We now present  follow‐up data 
from our earlier  study, with additional measurements of endothelial  function at  the 
ages of 12 and 24 months.  
Accelerated  infant growth  leads  to  (central) obesity  in young adulthood, but also as 
early  as  childhood  (6‐7  years)6,12,13.  In  children  obesity  is  related  to  endothelial 
dysfunction, both measured as  flow mediated dilatation and by use of  laser‐Doppler 
flowmetry14‐17.  Hence,  we  studied  whether  fat  percentage  is  of  importance  in  the 
development of endothelial function. 











reasons,  they  had  to  remain  admitted  to  the  hospital  for  at  least  3  days.  Ethical 






and 24 months. At  0 months, measurements were  taken when  the newborns were 
asleep, mostly after  feeding. At 6 months, the  infants were mostly measured awake, 




by use of  single‐point  laser‐Doppler  flowmetry  (Periflux  system  5000,  Perimed A.B., 
Sweden)  before  and  after  pharmacologically  induced  vasodilatation.  We  fixed  the 
temperature of  the probe  to  32°Celsius. Blood perfusion was  recorded  in perfusion 
units (PU), which correlate with the number and velocity of passing blood cells  in the 
skin  microvasculature.  We  induced  endothelium‐dependent  vasodilatation  by 
iontophoresis of acetylcholine, which releases nitric oxide (NO) and prostanoids from 
the  endothelium  (with  a  possible  accessory  role  for  endothelium‐derived 
hyperpolarization  factor)19.  Multiple  successive  doses  were  given  resulting  in  a 
cumulative  dose  response  curve.  Endothelium‐independent  vasodilatation  was 
induced  by  iontophoresis  of  nitroprusside,  a  direct  NO  donor20.  One  experienced 
researcher (RNT) extracted the average perfusion values in a steady period of at least 




We  measured  body  fat  using  the  deuterium  dilution  method,  because  of  its 
acceptability  in  all  age  groups21. As  the percentage of  FFM  that  consists of water  is 
known (this ‘hydration constant’ is for example 73% in adults, but higher in children22), 
FFM can be estimated  if  the total amount of water  in  the body  (TBW)  is known. We 
used an adapted version of the Maastricht protocol23. The children ingested 25 ml of a 






second  urine  sample  was  collected  at  home  by  the  parents  and  the  exact  time 
between ingestion of the deuterium oxide and collection of the sample was recorded. 
The parents  sent  these  samples back  to  the hospital  in glass  containers  (to prevent 
evaporation) by mail and the samples were stored at ‐20° Celsius until analysis.  
The obtained samples (baseline and enriched) were analyzed using isotope ratio mass 
spectrometry  (Optima,  Micromass,  United  Kingdom).  TBW  was  calculated  as 













table  (0, 6 and 12 months) or,  if possible,  standing  (24 months). The measurements 
were  accurate  to  1  millimeter.  Head  circumference  was  measured  using  a  non‐







Detailed  collection  and  scaling methods  of  covariates were  described  before18. We 
collected the following variables from hospital records: sex24,25, gestational age (based 
on the first day of the last menstrual period, recorded accurate to one day)26, maternal 
hypertension  during  pregnancy  (includes  preexistent  hypertension,  gestational 
hypertension, preeclampsia and HELLP syndrome)25, gestational diabetes27 and mode 









We  interviewed  the  parents  and  collected  data  on  maternal  smoking  during 
pregnancy29, breast feeding30, parental ethnic background (Dutch descent or not), level 
of  education  and  family  history  of  cardiovascular  disease.  Level  of  education  was 
expressed dichotomously: 0=from no education to lower secondary education, 1= from 
intermediate  level  secondary  school  to  tertiary  education.  Family  history  of 
cardiovascular  disease  had  4  categories:  0=no  known  cardiovascular diseases  in  the 
family, 1=hypertension, hypercholesterolemia or  type 2 diabetes  in a  second‐degree 
relative  <60  years,  2=cardiovascular  event  (transient  ischemic  attack,  stroke  or 
myocardial  infarction)  in  a  second‐degree  relative  <60  years  and  3=hypertension, 
hypercholesterolemia,  type  2  diabetes  or  a  cardiovascular  event  in  a  first‐degree 







chi‐square  test was used  for dichotomous variables and  the Mann‐Whitney  test was 
used  to compare  the  family history of cardiovascular disease.  If a variable predicted 
completion of the final visit it was included in the subsequent (multilevel) models. 
We applied multilevel  linear regression to take our 4 subsequent measurements  into 




variables we measured.  First, we performed  an  initial  analysis  for both  response  to 
acetylcholine  and  nitroprusside  including  all  covariates  and  all  growth  intervals 
simultaneously  for  the  4  different  growth  parameters  (weight,  length,  weight‐for‐
length and head  circumference).  Second, we  constructed a  final model  in which we 
excluded all variables from the initial model with P>0.10 (in the pooled results of the 5 
imputed data  sets). As  exceptions, we  always  kept  time point,  gender  and baseline 
perfusion  in  the models. For  response  to acetylcholine we kept hypertension during 
pregnancy  in  the model  because we  identified  its  effect  earlier18.  For  response  to 
nitroprusside, we always kept familial history of cardiovascular disease and gestational 








was  constructed  containing  all  available  covariates,  except  the  perfusion  variables. 
Second, only  the covariates with P<0.10 were kept  in  the model. Since we aimed  to 
test  all  growth windows  simultaneously, only  children with  complete data  could be 
included  in  these  models.  All  analyses  were  performed  using  IBM  SPSS  Statistics 
version 20. 
Results 
Figure 10.1  shows  the exact number of measurements at each  time point. The  total 
loss‐to‐follow‐up  at  24  months  was  16  children  (15%),  with  an  additional 
2 unsuccessful measurements at 24 months. The characteristics of the children with a 
(successful)  visit  at  the  age  of  24 months  are  given  in  Table  10.1.  There were  no 
differences  between  children  with  and  without  a  measurement  for  the  variables 
shown  in Table 10.1, except  for a higher prevalence of  low educated mothers  in  the 
children without a visit compared to the children with a visit, 67% vs. 36%, P=0.02. Two 
children had negative  calculated  fat percentages, which  indicated  the occurrence of 
technical  errors  (for  example  unrecorded  spilling).  These  were  excluded  from  the 
analysis. 
Weight  gain  from  0‐1 month was  associated  inversely with maximum  perfusion  in 
response to acetylcholine (b=‐8.28 PU per Δ z‐score, P=0.03) (Table 10.2). Weight gain 
from  0‐1  month  was  related  positively  to  maximum  perfusion  in  response  to 
nitroprusside (b=10.12 PU per Δ z‐score, P=0.04), as was birth weight (b=8.02 PU per 
z‐score,  P=0.02).  Length, weight‐for‐length  and  head  circumference  birth  or  growth 
variables were not associated with maximum perfusion. Fat percentage did not have a 
significant  effect  in  any  of  the models,  for  example  in  the  weight model:  b=0.06, 
P=0.94.  
Fat  percentage  was  bivariately  correlated  to  weight‐for‐length  z‐score  at  2  years 
(r=0.30, P=0.01), but not to weight,  length or head circumference z‐scores and not to 
maximum  perfusion  in  response  to  acetylcholine  (r=0.09,  P=0.48)  or  nitroprusside 
(r=‐0.08, P=0.50) (data not shown).   
Faster  weight  gain  between  6  and  12  months  was  associated  with  a  higher  fat 
percentage at the age of 2 years (b=3.28% per Δ z‐score, P=0.02) (Table 10.3). This was 



































Variable  Mean/ n  SD/ %  n (%) missing 
Birth        
   Age at day of measurement [days; mean, SD]        2,1      1,4    0  (0) 
   Weight [Z‐score; mean, SD]       ‐0,4      1,3    0  (0) 
   Born small for gestational Age (<p10) [n, %]      21    24,4    0  (0) 
24 Months         
   Age at follow‐up visit [days; mean, SD]    738    15    0  (0) 
   Weight [Z‐Score; mean, SD]       ‐0,3      1,0    0  (0) 
Growth       
   Weight [Δ Z‐Score 0‐1; mean, SD]       ‐0,3      0,8    3  (3.5) 
   Weight [Δ Z‐Score 1‐3; mean, SD]        0,5      0,7    3  (3.5) 
   Weight [Δ Z‐Score 3‐6; mean, SD]        0,0      0,6    5  (5.8) 
   Weight [Δ Z‐Score 0‐6; mean, SD]        0,2      1,2    5  (5.8) 
   Weight [Δ Z‐Score 6‐12; mean, SD]       ‐0,1      0,5    6  (7.0) 
   Weight [Δ Z‐Score 12‐24; mean, SD]        0,0      0,4    2  (2.3) 
Pregnancy       
   Gestational age [weeks; mean, SD]      39,3      1,4    0  (0) 
   Hypertension during pregnancy [n, %]      16    18,6    0  (0) 
   Gestational diabetes [n, %]        3      3,5    0  (0) 
   Smoking during pregnancy [n, %]      13    15,1    0  (0) 
   Assisted pregnancy [n, %]      15    17,4    0  (0) 
   Caesarean section [n, %]      59    68,6    0  (0) 
   Multipara [n, %]      33    38,4    0  (0) 
General       
   Male [n, %]      36    41,9    0  (0) 
   Systolic blood pressure at 24 months [mmHg; mean, SD]      93,1      8,3    13  (15.1) 
   Non‐dutch ethnic background [n, %]      13    15,1    0  (0) 
   Breast feeding [n, %]      61    70,9    0  (0) 
   Low education level father [n, %]      27    31,4    0  (0) 
   Low education level mother [n, %]      31    36,0    0  (0) 
   Family history of cardiovascular disease [n, %]          0  (0) 
   No known cardiovascular disease      24    27,9   
   Risk factors in second degree relative      27    31,4   
   Event in second degree relative      23    26,7   
   Risk factors or event in first degree relative      12    14,0   
   Height father [m; mean, SD]        1,81      0,08    1  (1.2) 
   Weight father [kg; mean, SD]      81,1    12,9    2  (2.3) 
   Height mother [m; mean, SD]        1,69      0,06    0  (0) 









  All covariates  Final model  All covariates  Final model 
  b  P  b  P  b  P  b  P 
Weight                 
   Birth weight Z‐score    ‐1,20    0,74    0,68    0,79    6,70    0,13    8,02     0,02* 
   Growth 0‐1 month (Δ Z‐score)    ‐8,85    0,15    ‐8,28     0,03*   14,96     0,02*   10,12     0,04* 
   Growth 1‐3 months (Δ Z‐score)    ‐8,25    0,13    ‐4,85    0,25    ‐5,26    0,46    ‐2,09    0,73 
   Growth 3‐6 months (Δ Z‐score)    ‐2,87    0,63    0,82    0,87    3,88    0,56    2,92    0,60 
   Growth 6‐12 months (Δ Z‐score)    0,96    0,87    3,44    0,50    ‐0,23    0,98    ‐0,38    0,96 
   Growth 12‐24 months (Δ Z‐score)    1,85    0,76    2,02    0,72    ‐4,18    0,55    ‐1,72    0,78 
Length                 
   Birth Length Z‐score    4,21    0,24    4,76    0,07    4,53    0,28    6,22   0,054 
   Growth 0‐1 month (Δ Z‐score)    ‐4,26    0,30    ‐3,53    0,25    ‐0,14    0,98    1,51    0,81 
   Growth 1‐3 months (Δ Z‐score)    ‐9,62    0,08    ‐4,74    0,29    ‐3,03    0,75    ‐2,98    0,71 
   Growth 3‐6 months (Δ Z‐score)    ‐1,69    0,71    1,17    0,77    ‐2,80    0,61    ‐2,68    0,59 
   Growth 6‐12 months (Δ Z‐score)    ‐1,79    0,68    0,00    1,00    ‐3,98    0,46    ‐3,20    0,46 
   Growth 12‐24 months (Δ Z‐score)    ‐1,47    0,78    ‐0,08    0,99    ‐2,87    0,65    ‐3,25    0,57 
Weight‐for‐length                 
   Weight‐for‐length Z‐score    ‐1,56    0,72    ‐2,38    0,54    5,13    0,23    7,09    0,06 
   Growth 0‐1 month (Δ Z‐score)    ‐2,73    0,58    ‐3,31    0,43    5,36    0,20    4,95    0,18 
   Growth 1‐3 months (Δ Z‐score)    ‐3,85    0,49    ‐3,85    0,44    2,70    0,67    3,94    0,45 
   Growth 3‐6 months (Δ Z‐score)    ‐3,89    0,41    ‐2,43    0,55    3,88    0,46    5,79    0,19 
   Growth 6‐12 months (Δ Z‐score)    5,59    0,34    6,73    0,17    6,55    0,26    6,70    0,18 
   Growth 12‐24 months (Δ Z‐score)    6,25    0,31    6,91    0,21    ‐0,83    0,89    0,49    0,92 
Head circumference                 
   Head circumference Z‐score    3,03    0,40    3,64    0,16    4,24    0,34    4,53    0,21 
   Growth 0‐1 month (Δ Z‐score)    ‐2,44    0,69    ‐2,01    0,62    2,41    0,70    2,18    0,67 
   Growth 1‐3 months (Δ Z‐score)    ‐0,61    0,94    ‐0,56    0,94    3,49    0,62    1,90    0,78 
   Growth 3‐6 months (Δ Z‐score)    ‐5,11    0,41    ‐3,57    0,47    ‐4,89    0,49    ‐4,85    0,43 
   Growth 6‐12 months (Δ Z‐score)    ‐7,56    0,37    ‐3,46    0,52    ‐6,54    0,46    ‐4,09    0,61 
   Growth 12‐24 months (Δ Z‐score)    ‐5,52    0,48    ‐2,70    0,71    ‐3,88    0,66    ‐3,23    0,65 
The outcome variable  is maximum perfusion  (PU)  in  response  to acetylcholine or nitroprusside. The data 
were analyzed by multilevel linear regression with compound symmetric covariance, all 6 parameters were 
tested simultaneously in 1 model. 'All covariates' constitutes time point, baseline perfusion, fat percentage, 
gender,  gestational  age,  parental weight,  parental  height,  parental  socio‐economic  status,  race,  familial 
history  of  cardiovascular  disease,  assisted  pregnancy,  parity,  hypertension  during  pregnancy,  gestational 
diabetes, maternal smoking, delivery mode, breast feeding, and systolic blood pressure of the child. The final 
acetylcholine  models  were  adjusted  for  time  point,  gender,  baseline  perfusion,  hypertension  during 
pregnancy,  maternal  socio‐economic  status  and  gestational  diabetes.  The  final  model  for  weight  was 
additionally adjusted  for paternal socio‐economic status. The  final nitroprusside models were adjusted  for 
time point, gender, baseline perfusion, maternal socio‐economic status, gestational age,  familial history of 






  B  P  b  P 
Weight (n=56, n=66)         
   Birth weight Z‐score    0,69    0,52    0,42    0,50 
   Growth 0‐1 month (Δ Z‐score)    0,80    0,68    1,13    0,20 
   Growth 1‐3 months (Δ Z‐score)    2,36    0,14    0,38    0,72 
   Growth 3‐6 months (Δ Z‐score)    0,004    1,00    0,35    0,81 
   Growth 6‐12 months (Δ Z‐score)    4,80    0,04*    3,28    0,02* 
   Growth 12‐24 months (Δ Z‐score)    1,01    0,57    1,33    0,36 
Length (n=48, n=56)         
   Birth Length Z‐score    1,24    0,32    1,05    0,18 
   Growth 0‐1 month (Δ Z‐score)    0,31    0,84    0,08    0,92 
   Growth 1‐3 months (Δ Z‐score)    1,38    0,36    0,94    0,35 
   Growth 3‐6 months (Δ Z‐score)    1,97    0,25    1,39    0,23 
   Growth 6‐12 months (Δ Z‐score)    0,64    0,70    0,61    0,55 
   Growth 12‐24 months (Δ Z‐score)    1,04    0,58       ‐0,36    0,78 
Weight‐for‐length (n=48, n=56)         
   Weight‐for‐length Z‐score    1,45    0,14    1,08    0,13 
   Growth 0‐1 month (Δ Z‐score)    2,53    0,04*    1,87    0,02* 
   Growth 1‐3 months (Δ Z‐score)    2,24    0,09    2,00    0,02* 
   Growth 3‐6 months (Δ Z‐score)    1,43    0,21    1,44    0,08 
   Growth 6‐12 months (Δ Z‐score)    4,66    0,004*    3,68      <0.0001* 
   Growth 12‐24 months (Δ Z‐score)    1,28    0,28    1,95    0,03* 
Head circumference (n=44, n=49)         
   Head circumference Z‐score    1,05    0,34    0,54    0,39 
   Growth 0‐1 month (Δ Z‐score)    2,26    0,22    1,25    0,12 
   Growth 1‐3 months (Δ Z‐score)       ‐0,88    0,66       ‐1,52    0,28 
   Growth 3‐6 months (Δ Z‐score)    2,81    0,18    4,57    0,003* 
   Growth 6‐12 months (Δ Z‐score)    1,85    0,50    1,71    0,28 
   Growth 12‐24 months (Δ Z‐score)    0,45    0,87    0,19    0,91 
The outcome variable  is  fat percentage, as determined by  the deuterium dilution method. The data were 
analyzed  by  linear  regression,  all  6  parameters  were  tested  simultaneously  in  1 model.  'All  covariates' 
constitutes gender, gestational age, parental weight, parental height, parental socio‐economic status, race, 
familial  history  of  cardiovascular  disease,  assisted  pregnancy,  parity,  hypertension  during  pregnancy, 
gestational diabetes, maternal  smoking, delivery mode, breast  feeding, and  systolic blood pressure of  the 
child. The covariates in the final models were: race (for weight); gender, maternal height and hypertension 
during pregnancy (for length); gender, maternal height and weight, hypertension during pregnancy and race 
(for  weight‐for‐length);  and  gender,  paternal  height  and  parity  (for  head  circumference).  *  Indicates  a 
significant association (P<0.05).  
Discussion 






on  endothelial  function  at  the  age of  2  years,  independently of  its  influence on  fat 
percentage. 
In contrast to what we hypothesized and to previous studies in older children, we did 
not  find  a  correlation  between  fat  percentage  and  vascular  function  at  the  age  of 
2 years14‐17.  In  our  growth  models  fat  percentage  did  not  have  any  effect.  We 
hypothesize  our  study  population  might  have  been  too  young:  in  the  referenced 
literature, the children were all >9 years of age. The degree of fat accumulation during 
childhood  ‐  following  fast  infant weight  gain  ‐  that  is  associated with  complications 
such as  increased blood pressure and  impaired  insulin sensitivity, may not have been 
attained yet at  the age of 2 years31. Alternatively, an observed harmful effect of  fat 
percentage  may  be  a  proxy  for  accelerated  infant  growth,  since  growth  was  not 
measured  in  these  studies. We  recommend  future  studies  to  take  both  infant  and 
childhood  growth  data  into  account,  as  well  as  obesity  and  fat  percentage  when 
assessing the association between growth and vascular function. 
Earlier we  found  that  infant growth, particularly during  the  first 3 months,  is  related 
inversely to endothelial function at the age of 6 months10. It is important to assure this 
association  is  still  relevant  later  in  life, when  growth  rates  are  slower. We  can now 
confirm that this association persists at least up till the age of 2 years, 1 year after the 
fast growth period of 0‐1 year ended. The association was significant after adjustment 
for  birth weight  and  other  important  covariates,  such  as  socioeconomic  status  and 
gestational  hypertension.  We  suggest  a  harmful  effect  of  accelerated  weight  gain 
during  the  first  month  on  the  development  of  the  endothelium,  which  might 
eventually  contribute  to  the  increased  risk  fast  growing  infants  have  for metabolic 
syndrome  later  in  life3,5. Our  results  are  consistent with  a  recent  study, which  also 
linked  accelerated weight  gain  in  small  for  gestational  age  individuals  (measured  as 
change from birth to adulthood) to later, adult, endothelial function32. 
As  we  suggested  earlier,  we  think  that  accelerated  growth  results  in  a  second, 
stronger, hit onto  the already existing  increased  risk  for endothelial dysfunction and 






describing modifying  effects of  (accelerated)  growth on  the hypothalamus‐pituitary‐













in  other  studies,  one  may  speculate  that  the  smooth  muscle  cells  increase  their 
sensitivity  to  nitric  oxide  when  the  infant  grows  fast,  to  compensate  suboptimal 
endothelial release of nitric oxide, prostanoids and other vasodilatory mediators. This 
may  also  imply  that  the  responses  to  acetylcholine  are  even more  impaired  after 
accelerated growth  than we have measured,  since  these  children are more  likely  to 
have above‐average responsive smooth muscle cells.  
To  our  knowledge, we  present  the  first  study  in  the  field  to  feature  a  prospective 
design  with  multiple  vascular  measurements  in  the  same  children.  The  data  on 




microvascular function39  in adults. Although there  is reason to assume that the  laser‐
Doppler technique is able to measure endothelial function appropriately, we cannot be 
sure what  the predictive value of  the measurements we performed  is at  these early 
ages.  
Data from a healthy term study population can easily be extrapolated to the general 
population.  Furthermore, we  tested many  confounders,  birth weight  and  5  growth 
windows  simultaneously,  hereby  adjusting  the  effects  for  each  other  and  avoiding 
multiple  testing  issues. On  the  contrary,  although  the deuterium dilution method  is 
considered a valid measure  for body composition, we  relied on  the expertise of  the 
parents at home for sample collection and this may have affected the reliability of our 
measurements. In addition, our study is limited to the first 2 years of life. Later growth 
windows have also been  linked  to  later cardiovascular disease and were not studied 
here40. 
Conclusion 
In a prospective  longitudinal study  in healthy  term  infants we  found evidence  for an 
inverse association between growth  from 0‐1 month and endothelial  function at  the 
age of 2 years.  In  the near  future,  the  currently expanding body of evidence on  the 
harmful  effects of  accelerated  growth on  later  (cardiovascular) disease may  lead  to 
clinical guidelines on prevention of accelerated growth  in early  infancy. First,  further 
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The  DOHaD  are  a  conceptual  framework which  holds  the  existence  of  associations 
between  early  life  factors,  such  as  birth  weight  and  postnatal  growth,  and  many 
diseases  in  later  life.  The  first  aim  of  the  present  thesis was  to  assess  the  relative 
importance of genetic and environmental factors in the associations between early life 
factors and  later health.  In a twin analysis  it was shown that the positive association 
between birth weight and  later muscle  strength was most  likely based on  individual 
placental factors, hence highlighting environmental importance (chapter 3). When the 
independent (predictor) variable was infant growth a more diverse picture was drawn. 
In  its associations with adult  cardiometabolic measures, again environmental  factors 
were important in certain associations (for example with glucose and blood pressure), 
but  others  were  under  the  main  influence  of  genetic  factors  (triglycerides  and 
fibrinogen)  (chapter  7). While  this  type  of  data  appears  to  be  of  rather  theoretical 
nature, there are potential clinical implications.  







the  Dutch  population  including  pregnant  women  had  to  live  from  400‐800  daily 
calories1.  It  was  shown  that  birth  weights  declined  in  response2.  Furthermore, 
(especially first trimester) gestational exposure to famine leads to an increased risk for 
many  cardiometabolic  diseases  in  the  offspring,  including  glucose  intolerance  and 






From  this  thesis  it  can  be  learned  that  one  should  not  have  a  simplistic  view  on 
associations between early life factors and later health. For example, while both blood 
pressure and  fibrinogen showed a harmful association with accelerated growth, they 
were  under  environmental  and  genetic  influence,  respectively.  Second,  both 
cholesterol and blood pressure were under environmental control, but they exhibited 
beneficial  and  harmful  associations  with  accelerated  growth,  respectively.  Third, 
decomposing  infant growth  in  separate growth windows  showed  that  infant growth 
Chapter 11 
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also  program  the  co‐twin,  because  the  factors may  reach  the  co‐twins  by  diffusion 
through the fetal membranes or via the maternal circulation. A male or female co‐twin 
may  thereby  lead  to  differences  in  for  example  testosterone  exposure.  Finally, 
chorionicity  should be  taken  into account,  since monochorionicity may  lead  to birth 
weight discordance and later vascular changes11 and the vascular connections between 




infant  growth  and  adult  fibrinogen.  Despite  all  differences  between  twins  and 
singletons mentioned  above,  it  is  likely  that  cardiovascular  findings  in  twins  can  be 
extrapolated  to  the general population13.  Importantly, within  the group of  twins,  the 
same  associations  between  birth  weight  and  adult  (risk  factors  for)  cardiovascular 
disease have been  found  as  in  singletons14‐17.  In  chapter  3  the  association between 
birth  weight  and  adult  fitness  was  shown  and  in  chapter  7  several  well‐known 
associations  between  early  growth  and  adult  cardiometabolic  risk  profile  were 
reproduced. Therefore,  twins  seem a proper  study population  for  investigations  into 
the DOHaD18. 
Infant growth, a detailed update 
Given  the potentially harmful  role of accelerated growth  in  the DOHaD4  the  second 
aim of  the present  thesis was  to obtain more detailed  knowledge on normal  infant 
growth, the factors affecting it, and the degree to which infant growth is influenced by 







(chapters  9  and  10).  It was  furthermore  shown  in  chapter  4  that  expected  growth 




Because  of  a  similar  rationale  as  described  above,  growth  may  be  most  easily 
influenced when  it  is under environmental  control. By a detailed  comparison of MZ 
and DZ  twins  it was  shown  that  this  is only  the  case  in  the  first month of  life, after 
which age genetic  factors are of predominant  importance  (chapter 6). This coincides 
strikingly with the  importance of early growth that was  identified  in the clinical study 
(chapters  9  and  10). Moreover, when  gene‐environment  interaction was  studied,  it 
was shown  that especially  the  infants of average birth weight  (which  is by definition 
also the  largest group) showed a minimum  impact of genetic factors on their growth. 







a  potential  target.  After  1  year  of  age,  other  factors  became  important,  such  as 
paternal  height.  In  addition,  an  important  environmental  factor  that  can  easily  be 
influenced is prenatal and postnatal nutrition, on which this thesis will elaborate in the 
final  paragraph.  The  described  growth  studies  point  towards  the  early  postnatal 
growth period as a period which  is characterized by  large anthropometric changes,  is 




composition  and  endothelial  function,  a  precursor  of  atherosclerosis,  in  the  first 
2 years of life.  
The  clinical  study  conducted  at  the  Maastricht  University  Medical  Center  and 
described in chapters 8‐10 indicates that both birth weight and postnatal growth are of 
importance  in  endothelial  function.  However,  after  simultaneous  analysis  growth 
seemed to be the most powerful factor. In accordance with the literature, the clearest 
effects  were  found  when  weight  gain  or  gain  in  weight‐for‐height  z‐score  was 




importance  for endothelial  function. This  finding  is  in accordance with  the  literature, 
which had already narrowed the importance of growth for later cardiovascular disease 









prospective  study  therefore  further  supports  what  was  expected  based  on  the 
preceding  retrospective  studies4,5,21,  namely  an  inverse  association  between  early 
growth and  vascular health,  in  this  case endothelial  function. A main  feature of  the 
study  is  the healthy  term  study population. This means  that  the  vast majority of all 




Given  the  strong  influence of birth weight on postnatal growth  (see  chapter 5),  this 
was  of  vital  importance  for  a  ‘fair’  analysis,  which  used  as  many  growth  data  as 
possible. 
To  define  accelerated  growth  a  cut‐off  value  of  0,50‐0,67  standard  deviations  or 
z‐scores  is  sometimes  used22.  This  is  a  rather  artificial  way  to  express  accelerated 
growth,  since  0.67  standard  deviations  change  represents  the  difference  between 
adjacent  lines on the growth curve  (for example  from the 2nd to the 10th percentile). 
While  a  cut‐off  value may  be  of  importance  for  standardization  of  studies  and  for 
possible clinical application,  it  should be emphasized  that  there  is no evidence  for a 
clinically important cut‐off value for later disease risk. Regression coefficients thereby 
give more precise information than comparison of groups by a cut‐off value.  
The  clinical  study  in  chapters 8‐10 was  set up  to  analyze  early postnatal  and  infant 
growth, because of  its potential of being a critical growth window.  It has  lived up  to 
this expectation, but  there may also be  important growth windows after  the age of 





clinical practice aimed  for a  change  in  lifestyle  factors,  such as diet, physical activity 
and  smoking,  to  target  cardiovascular  disease,  the  upcoming  decades  may  be 
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dedicated  to  maternal  nutrition,  prenatal  care,  breast  feeding  and  appropriate 





In  the  future  twin data are  likely  to be used  in novel approaches  in  the explanatory 
mechanisms  for  the  DOHaD.  At  the moment  there  is  great  interest  in  the  role  of 
epigenetics. Epigenetic changes are changes in genome expression that do not involve 
changes  in  the  nucleotide  sequence  (genotype).  These  changes  can  be  initiated  by 
methylation and histone modifications and may be a coping mechanism to deal with 
changing environmental  circumstances,  in which  case  it may be beneficial  to  switch 
certain genes ‘on’ or ‘off’. In this type of research particularly MZ twins are of interest, 





modifications24.  Epigenetic  differences  have  also  been  shown  to  occur  after  post‐
weaning diet changes in mice25. At birth, MZ twins already differ in epigenetic profile26, 
and  this  difference  became  ever  larger  over  time  (in  a  study with  a  cross‐sectional 
design)27.  The  fact  that  these  profiles  already  differ  at  birth  highlights  that 
developmental changes due to (maternal or intrauterine) environment also operate on 
the  level  of  the  epigenome. Moreover,  genome‐wide  epigenetic  profiles  have  been 
shown  to  be  subject  to  both  environmental  and  genetic  influence28.  It  seems  that 
discordance for a disease in a MZ twin pair is a powerful study design in the search for 
(epi)genetic  localization of disease:  in discordant MZ  twins  (a MZ  twin pair with one 
healthy member and one member with a disease) a comparison of  their epigenome 
possibly indicates the location of the involved genes28. Second, these types of analyses 
may  give  insight  into  the mechanisms  linking  early  life  events  to  later  disease.  For 
example, MZ twins with discordant postnatal growth may be compared for epigenetic 
changes  in  genes  involved  in  cardiovascular  disease. A  large  prospective  twin  study 
(the Peri/postnatal Epigenetic Twins Study, PETS)  is being conducted  in Australia with 
sequential measurements  of  epigenetic  profiles  and  assessment  of  several  health‐
related  characteristics  as well  as neurodevelopmental outcomes29.  So  far,  this  study 
was  able  to  show  that  about  one  third  of  the  epigenome  changes  in  the  first  18 
months  of  life30.  Additionally,  birth  weight  discordance  was  associated  with 
methylation  discordance  of  genes  involved  in  lipid  metabolism,  supporting  the 
existence of epigenetic mechanisms behind the DOHaD29. 
Although not the focus of this thesis and with respect to influencing postnatal growth 




reasonable  to expect effectuation  in  the upcoming decades.  In  fact, opinion articles 
already  argue  to  start  primary  prevention  in  pregnant women  and  in  infants31.  To 
influence  growth, maternal  dietary  interventions  can  impact  on  birth weight32  and 
postnatal nutritional interventions in infancy can impact on postnatal growth33. 
Actively slowing down growth does not appear to be a strategy that is to be applied to 
all  infants34.  In prematurely born children, there  is a trade‐off between the beneficial 
impact of accelerated growth on neurodevelopmental outcome on the one hand and 
the suspected  increased  risk  for  later disease on  the other hand. The  latter  types of 













shown that growth  is highest  in the high‐protein group36. Furthermore,  it was shown 
that  there  are  emerging  differences  between  the  groups  in  IGF‐1  and  insulin 
concentrations37.  These  results  seem  to  be  supportive  of  their  ‘early  protein’ 
hypothesis, which  states  that high early protein exposure  leads  to alterations  in  the 
IGF‐1 axis and leads to accelerated growth. However, it may not just be the amount of 
nutrition or protein that is exerting an effect on growth (and thereby possibly on later 
health),  as  also  specific  nutritional  components  may  be  involved.  For  example, 
maternal  fish  oil  supplementation  during  lactation  impacts  on  the  growth  of  their 
children38.  Next  to  assessment  of  causality,  the  cost‐effectiveness  of  a  possible 
intervention should also be subject of study in the future. It should also be noted that 
there  is  still  a  need  for  large‐scale  prospective  observational  studies,  such  as  the 
National  Children’s  Study, which  is  a  proposed  study  in  100,000  American  children 
from  birth  to  21  years  of  age  and  aims  to  collect  extensive  information,  including 
epigenetic data39. As long as growth interventions are not implemented, at least early 
and  repeated  measurement  of  both  height  and  weight  should  become  common 
practice in order to identify persons at increased risk for cardiovascular disease. In this 
way, adequate preventive measures can be applied to these individuals. Moreover, it is 
recommended  that  risk‐stratifying  approaches  used  in  adults  incorporate  early  life 








between early  life  factors and  later cardiovascular disease  to support policy changes 
and  to  gain  stronger mechanistic  insight  in  these  associations.  It  should  be  noted, 
namely,  that  the  current body of observational evidence  for a  relationship between 
early growth and later health could still be based on non‐causal pathways, such as the 





these  types  of  research  questions  into  already  existing  studies  on,  for  example, 





will  benefit  from  future  digitalization  of  these  early  life  measurements.  Not  only 
studies  into cardiovascular disease could use the concept of adding early  life data, as 
the DOHaD do not confine to cardiovascular disease, but extend to asthma (linked to 
reduced  early  fetal  growth  and  rapid  postnatal  growth40,41),  breast  cancer  and 
childhood leukemia (both linked to high birth weight42,43) and, most likely, many other 
diseases. The broadening of the DOHaD concept in this sense (more outcome variables 
should be studied)  is still  in a very early phase. On  the other side of  the association 
stand  the predictor  variables.  This  thesis  is  focused on  (low) birth weight  and  early 
growth,  but  also  many  other  early  life  factors  can  be  studied,  such  as  maternal 




no  long‐term  effect  was  identified  (chapters  9  and  10).  Second,  the  potential 
importance of high birth weight for later physical fitness was highlighted (chapter 3). 
In  conclusion,  the DOHaD are a highly promising  field of  research. Both  the unclear 





















9.  Phillips DI, Davies MJ, Robinson  JS. Fetal growth and  the  fetal origins hypothesis  in  twins‐‐problems 
and perspectives. Twin Res. 2001;4:327‐331 
10.  Wilson RS. Twin growth:  Initial deficit, recovery, and trends  in concordance from birth to nine years. 
Ann Hum Biol. 1979;6:205‐220 






14.  Bergvall N,  Iliadou A,  Johansson  S, de  Faire U, Kramer MS, Pawitan Y, Pedersen NL,  Lichtenstein P, 
Cnattingius  S. Genetic  and  shared  environmental  factors do not  confound  the  association between 
birth weight and hypertension: A study among swedish twins. Circulation. 2007;115:2931‐2938 
15.  Grunnet  L,  Vielwerth  S,  Vaag  A,  Poulsen  P.  Birth weight  is  nongenetically  associated with  glucose 
intolerance in elderly twins, independent of adult obesity. J Intern Med. 2007;262: 96‐103 









weight gain  in  infancy and early childhood with metabolic  risk  in young adults.  J Clin Endocr Metab. 
2007;92:98‐103 
20.  Singhal A, Cole TJ,  Fewtrell M, Deanfield  J,  Lucas A.  Is  slower early  growth beneficial  for  long‐term 
cardiovascular health? Circulation. 2004;109:1108‐1113 
21.  Kerkhof GF, Willemsen  RH,  Leunissen  RWJ,  Breukhoven  PE, Hokken‐Koelega  ACS. Health  profile  of 


















Benitez  J,  Boix‐Chornet M,  Sanchez‐Aguilera  A,  Ling  C,  Carlsson  E,  Poulsen  P,  Vaag  A,  Stephan  Z, 
Spector TD, Wu YZ, Plass C, Esteller M. Epigenetic differences arise during the lifetime of monozygotic 
twins. Proc Nat Acad Sci USA. 2005;102:10604‐10609 
28.  van  Dongen  J,  Slagboom  PE,  Draisma  HH, Martin  NG,  Boomsma  DI.  The  continuing  value  of  twin 
studies in the omics era. Nat Rev Genet. 2012;13:640‐653 
29.  Loke YJ, Novakovic B, Ollikainen M, Wallace EM, Umstad MP, Permezel M, Morley R, Ponsonby AL, 
Gordon  L, Galati  JC,  Saffery R, Craig  JM. The peri/postnatal epigenetic  twins  study  (pets). Twin Res 
Hum Genet. 2013;16:13‐20 
30.  Martino  D,  Loke  YJ,  Gordon  L,  Ollikainen  M,  Cruickshank  MN,  Saffery  R,  Craig  JM.  Longitudinal, 
genome‐scale  analysis  of  DNA methylation  in  twins  from  birth  to  18 months  of  age  reveals  rapid 
epigenetic change in early life and pair‐specific effects of discordance. Genome Biol. 2013;14:R42 
31.  Gillman  MW,  Ludwig  DS.  How  early  should  obesity  prevention  start?  N  Engl  J  Med.  2013;369: 
2173‐2175 





34.  Belfort MB, Gillman MW. Healthy  infant  growth: What  are  the  trade‐offs  in  the developed world? 
Nestle Nutr Inst Workshop Ser. 2013;71:171‐184 
35.  Kerkhof GF, Willemsen RH, Leunissen RW, Breukhoven PE, Hokken‐Koelega AC. Health profile of young 
adults  born  preterm:  Negative  effects  of  rapid  weight  gain  in  early  life.  J  Clin  Endocrinol  Metab. 
2012;97:4498‐4506 
36.  Koletzko  B,  von  Kries  R,  Closa  R,  Escribano  J,  Scaglioni  S,  Giovannini M,  Beyer  J,  Demmelmair  H, 
Gruszfeld  D,  Dobrzanska  A,  Sengier  A,  Langhendries  JP,  Rolland  Cachera  MF,  Grote  V,  European 
Childhood Obesity Trial Study G. Lower protein in infant formula is associated with lower weight up to 
age 2 y: A randomized clinical trial. Am J Clin Nutr. 2009;89:1836‐1845 
37.  Socha P, Grote V, Gruszfeld D,  Janas R, Demmelmair H, Closa‐Monasterolo R, Subias  JE, Scaglioni S, 
Verduci E, Dain E,  Langhendries  JP, Perrin E, Koletzko B, European Childhood Obesity Trial Study G. 






40.  Turner  S.  Perinatal  programming  of  childhood  asthma:  Early  fetal  size,  growth  trajectory  during 
infancy, and childhood asthma outcomes. Clin Dev Immunol. 2012;2012:962923 
41.  Sonnenschein‐van der Voort AM, Jaddoe VW, Raat H, Moll HA, Hofman A, de Jongste JC, Duijts L. Fetal 
and  infant growth and asthma symptoms  in preschool children: The generation  r study. Am  J Respir 
Crit CareMed. 2012;185:731‐737 
42.  Xue  F, Michels  KB.  Intrauterine  factors  and  risk  of  breast  cancer:  A  systematic  review  and meta‐
analysis of current evidence. Lancet Oncol. 2007;8:1088‐1100 




44.  Taal HR, de  Jonge  LL,  van Osch‐Gevers  L,  Steegers EA, Hofman A, Helbing WA,  van der Heijden AJ, 

































de  baarmoeder,  welke  deels  zijn  af  te  lezen  in  het  geboortegewicht.  Tevens  kan 
bijvoorbeeld  het  opleidingsniveau  van moeder  of  de  groei  na  de  geboorte  invloed 
hebben  op  latere  ziekten.  De  foetus  of  het  kind  past  zich  waarschijnlijk  aan  de 
omgeving aan in een bepaalde periode, waarna deze veranderingen niet meer kunnen 
worden  teruggedraaid.  Deze  veranderingen  zijn  soms  gunstig  op  de  korte  termijn, 
maar kunnen  later  in het  leven voor problemen gaan  zorgen. Zo  zouden baby’s met 
een  slechte  voedselvoorziening  in de baarmoeder meer  geneigd  kunnen  zijn om dit 
schaarse voedsel zo efficiënt mogelijk op te slaan als vet. Dit kan voor de periode in de 
baarmoeder gunstig zijn, maar als het lichaam dit blijft doen, is het op de lange termijn 
schadelijk. Het  is  inmiddels duidelijk aangetoond dat er een  verband bestaat  tussen 
zowel een  laag geboortegewicht als versnelde groei na de geboorte enerzijds en een 
verhoogd  risico op hart‐ en vaatziekten als volwassene anderzijds. Het lijkt er op dat er 
een  zeer  korte  periode  na  de  geboorte  (binnen  drie  maanden)  is  waarin  de 
belangrijkste invloed van groei op dit latere risico plaatsvindt, maar dit is nog niet goed 
aangetoond. Om  in de toekomst wellicht primaire preventie  in het vroege  leven voor 
latere  hart‐  en  vaatziekten  te  kunnen  implementeren,  bijvoorbeeld  door  het 
aanpassen van babyvoeding,  is het nodig meer te weten over die vroege groei. Staan 
vroege  groei  en  het  verband  tussen  vroege  groei  en  latere  hart‐  en  vaatziekten 
bijvoorbeeld  onder  invloed  van  genetische  (momenteel  niet  te  beïnvloeden)  of 
omgevingsfactoren (wellicht wél te beïnvloeden)? En wat beïnvloedt die vroege groei 
zelf eigenlijk?  
In dit proefschrift  is gebruik gemaakt  van drie  verschillende  studies. De eerste  is de 
East Flanders Prospective Twin Survey (EFPTS), een grote tweelingstudie uitgevoerd in 
Vlaanderen. Van deze tweelingen was het geboortegewicht bekend en bij een deel  is 
hun  fitheid  gemeten  gedurende  de  puberteit.  Van  een  ander  deel  was  het 
geboortegewicht én de vroege groei bekend en zijn op de leeftijd van ongeveer 25 jaar 
metingen  verricht  op  het  gebied  van  hart‐  en  vaatziekten,  zoals  bloeddruk  en 
insulinegevoeligheid.  Omdat  eeneiige  tweelingen wat  betreft  genetische  informatie 
gelijk  zijn  en  twee‐eiige  tweelingen  slechts  voor  50%  gelijk  zijn,  kunnen  conclusies 
worden getrokken wat betreft de rol van genetische en omgevingsfactoren, door deze 
twee  soorten  tweelingen  met  elkaar  te  vergelijken.  De  tweede  studie  heeft  104 
kinderen in Maastricht gevolgd vanaf de geboorte tot de leeftijd van twee jaar. In deze 
studie werd de groei, de vet‐spier verhouding  in het  lichaam  (lichaamssamenstelling) 




In  hoofdstuk  2  wordt  tot  in  detail  uitgelegd  hoe  de  statische  analyse  van  de 
tweelingdata,  de  meting  van  de  lichaamssamenstelling  met  de  deuterium 
verdunningsmethode  en  het  meten  van  de  reactiviteit  van  de  bloedvatwand  met 
iontoforese en Laser‐Doppler in zijn werk zijn gegaan. 
In  hoofdstuk  3  is  in  een  tweelingstudie  uitgezocht  of  er  een  verband  tussen 
geboortegewicht en fysieke fitheid in de puberteit is, en of dit verband onder invloed 
staat  van  individuele  factoren  (bijvoorbeeld  de  aanvoer  van  zuurstof  en 
voedingsstoffen via de moederkoek) of gedeelde factoren (zoals het opleidingsniveau 
van moeder). Fysieke fitheid werd gebruikt omdat die meting sterk verband houdt met 
het  risico  op  hart‐  en  vaatziekten.  Het  bleek  dat  kinderen  met  een  laag 
geboortegewicht  minder  goed  presteerden  op  fysieke  testen,  zoals  maximale 
spierkracht in de armen en benen, maar ook in het houden van balans. Het leek erop 




suboptimale  levensstijl  of  sociale  omgeving,  dan  wel  een  genetische  aanleg  voor 
overgewicht reflecteert. Het verband tussen geboortegewicht en kracht in de benen en 






In hoofdstuk 4  is nauwkeurig gekeken naar de groei  in de eerste vier  levensjaren van 
meer dan 1000 Limburgse kinderen. Er werden  formules opgesteld die, aan de hand 
van  de  afmetingen  van  het  kind  aan  het  begin  van  een  groeiperiode,  kunnen 
voorspellen  hoe  hard  het  kind  waarschijnlijk  zal  gaan  groeien  in  die  komende 




Deze  regressie  naar  het  gemiddelde  is  groot  in  het  eerste  levensjaar, maar  wordt 




betekent  wel  dat  kinderen  wiens  daadwerkelijke  groei  zelfs  nog  buiten  die  brede 







Belgische  tweelingen  in  de  eerste  twee  levensjaren.  Er  werd  onderzocht  welke 
factoren  deze  groei  beïnvloeden.  Het  bleek  dat  geboortegewicht  en  zwanger‐
schapsduur  in  het  eerste  jaar  belangrijk waren,  terwijl  er  in  het  tweede  levensjaar 
meer effect  te zien was van andere  factoren, zoals de  lengte van vader. Er waren  in 
deze  studie al aanwijzingen dat de groei  in de eerste  levensmaand meer afhankelijk 
was van omgevingsfactoren dan van genetische  factoren doordat de groei binnen de 
eeneiige  tweelingen  evenveel  op  elkaar  leek  als  de  groei  binnen  de  twee‐eiige 
tweelingen. Na de eerste maand gingen de eeneiige tweelingen wat groei betreft méér 
op  elkaar  lijken  dan  dat  de  twee‐eiige  tweelingen  op  elkaar  leken,  wat  het 
waarschijnlijk maakt dat genetische factoren van invloed zijn.   
In  hoofdstuk  6  is  nog  beter  geanalyseerd  hoe  het  met  die  genetische  of 
omgevingsinvloeden op groei zit. Opnieuw werden er tweelingen bekeken en werd de 
erfelijkheid  van  groei bepaald. Met deze  erfelijkheidsanalyse werd bekeken hoeveel 
van de variatie  in de groei die gemeten was, kon worden verklaard door genetische 
factoren. Het bleek dat groei  in de eerste  levensmaand niet onder  invloed stond van 
erfelijke factoren, ofwel dat de erfelijkheid 0% was in het beste statistische model. Ter 
vergelijking, van de variatie  in groei van de  leeftijd van één tot twee  jaar was 86% te 
verklaren  door  genetische  factoren.  Het  feit  dat  genetische  factoren  waarschijnlijk 
minder  belangrijk  zijn  in  de  eerste  levensmaand  biedt  mogelijkheden  voor  groei‐




had  in  de  eerste  levensmaand;  de  extremer  kleine  of  grote  kinderen  hadden  een 
hogere mate van erfelijkheid van groei. Daarnaast bereiken tweelingen meestal niet de 




uitgenodigd  voor  onderzoeken  op  volwassen  leeftijd,  rond  25  jaar.  In  hoofdstuk  7 
wordt beschreven wat het verband was tussen hun groei als kind en  latere metingen 
van onder andere bloeddruk, cholesterol en overgewicht. Er werd een divers palet aan 
verbanden gevonden  tussen de vroege groei en  latere  risicofactoren. Zo hield  snelle 
groei  verband  met  een  hogere  bloeddruk  en  slechtere  bloedstollingswaarde 
(fibrinogeen).  Echter,  er waren  ook  positieve  invloeden  van  snelle  groei,  zoals  een 
betere  verhouding  tussen  totaal  en  HDL  (‘goed’)  cholesterol.  Ook  had  snelle  groei 
verschillende effecten  in verschillende tijdsperiodes: het effect van groei  in de eerste 
maand was bijvoorbeeld anders dan van groei tussen één en twee  jaar. Er werd, ten 




mate waarin  omgevingsfactoren  en  genetische  factoren  de  verbanden  beïnvloeden. 
Het  bleek  dat  ook  in  dit  licht  niet  alle  verbanden  door dezelfde  factoren  beïnvloed 
worden. Verbanden  tussen groei als kind en  latere bloeddruk en bloedsuikerspiegels 
waren  bijvoorbeeld beïnvloed  door  omgevingsfactoren,  terwijl  de  verbanden  tussen 
groei en bepaalde  vetten  (triglyceriden) en  fibrinogeen meer onder  invloed  stonden 
van genetische factoren. Als primaire preventie wordt overwogen door in te grijpen op 
de  groei  op  de  kinderleeftijd,  kan wellicht  het  beste worden  gemikt  op  verbanden 
waarin  omgevingsfactoren  een  rol  spelen.  Als  omgevingsfactoren  géén  rol  spelen, 
heeft  het  namelijk meest  waarschijnlijk  ook  geen  zin  om  omgevingsfactoren  zoals 
babyvoeding aan te pakken. 
In  hoofdstuk  8 wordt  het  eerste meetpunt  van  een  studie  in  104  kinderen  uit  het 
academisch ziekenhuis  in Maastricht beschreven. De belangrijkste uitkomstmaat was 
het  functioneren  van de bloedvatwand, omdat op  latere  leeftijd  slecht  functioneren 
hiervan een sterke voorspeller van hart‐ en vaatziekten is. Eén van de functies van de 
bloedvatwand  is het versmallen en verwijden van de bloedvaten om de bloeddruk te 






gewicht,  lengte en hoofdomtrek, waarvan de  laatste het sterkste effect  liet zien. Ten 
tweede scoorden kinderen wiens moeder een hoge bloeddruk  in de zwangerschap of 
zwangerschapsvergiftiging had ook minder. Bij zwangerschapsvergiftiging is sprake van 
slecht  functioneren  van  de  bloedvatwand  bij  de  moeder.  Mogelijk  wordt  dit 
doorgegeven  aan  het  kind  via  de  bloedsomloop  in  de moederkoek.  Er werden met 




meer  algemeen  effect  op  de  capaciteit  van  het  lichaam  om  de  bloedvaten  te  laten 
verwijden. Deze metingen bleken alleen  verband  te houden met de  zwangerschaps‐
duur en niet met de afmetingen van de baby’s. 




bleek  dat  baby’s  die  snel  groeiden  in  de  eerste  maand  een  achteruitgang  in 
bloedvatwandfunctie vertoonden. Dit sluit aan bij het feit dat snelle groei als baby het 





negatief  effect  op  de  leeftijd  van  zes  maanden,  maar  dit  effect  viel  weg  als 
geboortegewicht en groei gezamenlijk werden getoetst. Dit geeft  ten eerste aan dat 
groei  belangrijker  is  dan  geboortegewicht  in  het  kader  van  hun  invloed  op  de 
bloedvatwandfunctie. Ten tweede geeft het aan dat snelle groei op zich een negatief 
effect heeft en dat dit effect zich niet beperkt tot groei bij kleine baby’s. 
In  hoofdstuk  10  werden  de  lange  termijn  effecten  besproken  van  de  studie  naar 
bloedvatwandfunctie. Lange termijn is in dit kader op de leeftijd twee jaar, wanneer de 
groei al ongeveer een jaar in rustiger vaarwater zit. Zelf na de periode van snelle groei 




op  de  hierboven  genoemde meting met  nitroprusside  (vaatverwijding  onafhankelijk 
van  de  bloedvatwand).  Dit  kan  een  compensatiemechanisme  zijn, maar  hier  is  nog 
meer onderzoek naar nodig. In dit hoofdstuk werd tevens gekeken of het ophopen van 
vet  bij  snelle  groei  wellicht  een  bijdrage  leverde  aan  de  achteruitgang  van  de 
bloedvatwandfunctie, maar dit bleek niet het geval. 
In  de  discussie,  hoofdstuk  11,  wordt  stil  gestaan  bij  de  plaats  die  dit  proefschrift 
inneemt binnen de al bestaande kennis. Uitgangspunt hierbij blijft het verband tussen 
vroege  levensfactoren  zoals  (snelle, maar wellicht  ook  langzame)  groei  als  baby,  en 
latere hart‐ en vaatziekten. Allereerst werden  in dit proefschrift dergelijke verbanden 
aangetoond  in tweelingen en werd een divers beeld geschetst wat betreft het belang 
van omgevingsfactoren en  genetische  factoren hierbij. Dit  type data was  tot nu  toe 
weinig voorhanden. Omdat we  (nog) niet kunnen  ingrijpen  in genetische  informatie, 
lijken  met  name  de  verbanden  die  onder  invloed  staan  van  omgevingsfactoren 
interessant voor  toekomstige primaire preventie van  latere hart‐ en vaatziekten. Als 
we in de toekomst willen werken aan primaire preventie door bijvoorbeeld de voeding 
van  baby’s  aan  te  passen,  is  er  kennis  nodig  over  groei.  In  de  groeistudies  werd 
essentiële kennis op gedaan over normale groei, welke factoren groei beïnvloeden, en 
de rol van omgevingsfactoren en genetische factoren bij vroege groei. Met name van 
belang  was  het  feit  dat  genetische  factoren  niet  belangrijk  leken  in  de  eerste 
levensmaand.  Hierdoor  lijken  er  in  die  maand  kansen  te  liggen  voor  voedings‐
aanpassingen. Juist  in die eerste maand  lijkt daarbij het grootste negatieve effect van 
snelle groei op te treden, in ieder geval op het gebied van bloedvatwandfunctie en in 
ieder  geval  tot  de  leeftijd  van  twee  jaar.  Groei  in  de  eerste maand  lijkt  dus  grote 
kansen  te  bieden  in  het  kader  van  primaire  preventie  van  hart‐  en  vaatziekten  op 
volwassen  leeftijd. Een unieke eigenschap van de studie naar bloedvatwandfunctie  in 
dit proefschrift  is de  vooruit  kijkende opzet, die de bewijskracht  groot maakt, maar 
desondanks  geen  oorzakelijk  verband  kan  aantonen.  De  resultaten  zijn  daarbij 




Wellicht  zullen  de  eerste  onderzoeken  naar  het  optimaliseren  van  vroege  groei, 
bijvoorbeeld  met  voedingsaanpassingen,  binnenkort  gaan  starten.  Hierbij  moet 
























om als student nog een  jaar aan de co‐schappen  te ontsnappen. Op zijn  iMac  in het 
printerhok op de dr. Tanslaan zijn mijn eerste onderzoeksstappen gezet. Gedurende dit 
jaar  kwam  ik  in  contact met  dr.  Twan Mulder.  Beste  Twan,  bedankt  voor  alle  uren 
begeleiding en planning, puzzelen met potjes geld, artikelopbouw en gecompliceerde 
zinnen, en het leerzame fysiologische redeneren. Daarnaast dank voor de gezelligheid 
bij onze vele congressen.  Ik zie ernaar uit om ook onder  jouw  leiding de opleiding te 
gaan  volgen.  Professor  Luc  Zimmermann  heeft  ons  project  vanuit  het  begin 
ondersteund en ik prijs me dan ook gelukkig met zijn benaderbaarheid, volharding en 
kritische  denken wat  betreft  de  studie  en  het  promotietraject. Onze  Laser‐Doppler 
meetmethode was al in gebruik op de afdeling interne geneeskunde en deze metingen 
zijn mij aangeleerd door dr. Boy Houben, bij wie  ik ook  terecht kon voor  technische 
vragen en de vroege fine tuning. Als hoofd van de afdeling interne geneeskunde heeft 
professor  Coen  Stehouwer me  aangeraden  te  gaan  praten met  professor Maurice 
Zeegers  van  complexe  genetica  om  de  scope  van  een  eventuele  promotie  uit  te 
breiden  met  tweelingonderzoek.  Beste  Coen,  dank  je  voor  je  indrukwekkende 
analytische  blik  en  feitenkennis,  pijlsnelle  revisies  en  je  vertrouwen  in,  en 
ondersteuning van mijn project. Beste Maurice, dank voor jouw inspirerende visie, het 
delen  en  inzetten  van  je  netwerk  en  data  en  je  inhoudelijke  aanwijzingen.  De 
dagelijkse begeleiding  vanuit de  complexe genetica  is  gedaan door dr. Marij Gielen. 
Beste Marij, achter jouw schaterlach zat een scherpe begeleider die veel tijd voor me 




meer  tijd voor nodig had. Dit heeft ertoe geleid dat  ik met weinig druk vanuit  jullie 
optimaal de tijd heb kunnen nemen om dit manuscript naar mijn tevredenheid   af te 
schrijven.  Mijn  promotieteam  verzorgde  uiteraard  niet  de  enige  inhoudelijke 
begeleiding. Mijn lange lijst co‐auteurs is hiervan getuige en ook hen dank ik voor hun 
specifieke  expertise  en  aanscherpen  van  de  manuscripten.  Voor  de  spoedige 
beoordeling  van mijn  proefschrift  ben  ik de  leden  van mijn  beoordelingscommissie, 
professor  Spaanderman,  professor  Van  Goudoever,  professor  De  Leeuw,  professor 
Prins en professor Thiery, erkentelijk. 
 





en  zonder  enige  vergoeding  voor  mijn  studie  naar  het  ziekenhuis  zijn  gekomen, 
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ondanks  hun  soms moeilijke  financiële  of  logistieke  situatie,  of  verhuizing  naar  ver 
buiten de regio. Het was me een genoegen om al deze prachtige kinderen te mogen 




leuk  om  jullie  te  leren  kennen.  Tevens wil  ik  de  polidames  (kindergeneeskunde  en 
klinische genetica), de dames van de kraamafdeling, de dames en heren van E2 en het 
secretariaat (met name Tamara, Lea en Natascha) bedanken voor het vele plannen en 
de wijzigingen  in mijn  toelatingen,  aanstelling  en  de  talrijke  andere  administratieve 
‘uitdagingen’. 
 
Dankzij mijn  dispuutsgenoten  en  vrienden  Aron, Margit, Martijn,  Jonas,  Tim,  Tom, 
Emiel  en  Sanne  is de onderzoekstijd  er met  ‘4 uur niveau 4’,  en  andere  feesten  en 
partijen,  erg  prettig  op  geworden.  Het was  fijn  en  nodig  om  bij  jullie  stoom  af  te 
kunnen blazen in Maastricht, net als bij de mannen van het Urste van de Maastrichtse 
Hockey  Club.  Buiten Maastricht  hebben  de  weekenden met  buurman Matthijs,  de 
dagen en etentjes met Maarten, Stan en Nick, en de Den Haag avonturen met de party 
weekend  gang  (Jelmer,  Astrid,  Anouk  en wederom  oude middelbare  school  vriend 
Aron)  me  de  broodnodige  ontspanning  geboden.  Ik  wil  ook  mijn  collega’s  arts‐
assistenten  en  de  kinderartsen  uit  het  Catharina  ziekenhuis  niet  vergeten:  jullie 
hebben me  in mijn  klinische opstarttijd  altijd erg  gesteund  (zowel met  interesse  als 
met tijd) in het werken aan mijn promotieonderzoek. 
 
Beste  collega’s!  Ik heb het erg getroffen met  jullie, des  te meer omdat we met een 
grote groep aan de start stonden en het hele  traject gezamenlijk hebben doorlopen. 
Cynthia,  Inge, Marieke, Marlou, Sasha, Maartje, Dillys, Ester en Kim,  ik heb het heel 
leuk  gevonden  om  met  jullie  deze  onderzoeksreis  aan  te  gaan.  Al  was  ik 
onderzoekstechnisch  wel  een  eenling  in  de  groep;  ik  heb  me  altijd  deel  van  de 





rust waren erg prettig om dagelijks  te kunnen ervaren.  Ik heb  jullie door 4  jaar een 
kamer te delen leren kennen als gezellige, goedlachse en intelligente dames, dank voor 
jullie  kameraadschap.  Wat  ook  niet  onbelangrijk  is,  is  dat  ik  door  jullie  strak 





Lieve ouders, dank uitspreken naar  jullie  is vanzelfsprekend.  Jullie onvoorwaardelijke 













meer  en  nu  ook  veel  van  elkaar  mee  krijgen  en  het  uitstekend  kunnen  vinden. 
Mannen, bedankt  dat jullie vandaag aan mijn zijde staan (want er wordt niet gezeten). 
 
Lieve  lieve Margot, één van de  fijnste dingen aan het afronden van mijn promotie  is 
het vooruitzicht dat  ik meer  tijd heb om met  jou door  te brengen, zowel hier als op 
onze reizen. Dank je voor het doorlezen van mijn stukken en voor het vormen van mijn 
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